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Resimenes

Resumen

El conocimiento de los genes clave que afectan al desarrollo de las plantas y su tolerancia a
estreses abidticos es un aspecto muy importante, tanto desde un punto de vista bdsico
como aplicado. El escrutinio de poblaciones de plantas mutagenizadas permite la
identificacion de mutantes y, a partir de ellos, conocer los genes responsables de un
caracter concreto. Cuando se compara con otras alternativas metodoldgicas (mutdgenos
guimicos o fisicos) la mutagénesis insercional con T-DNA aporta una ventaja adicional, ya
gue si el gen queda etiquetado por un fragmento de ADN de secuencia conocida su
identificacidn y clonacidn es mas sencilla. Por otro lado, el tomate es una de las especies
con mayor importancia econdmica a nivel mundial que, en los ultimos tiempos, se ha

considerado también como especie modelo para el estudio de determinados caracteres.

Para lograr la identificacion de genes clave en la respuesta de las plantas a los estreses de
tipo abidtico y en procesos del desarrollo tanto vegetativo como reproductivo, en nuestro
laboratorio se estd abordando, en colaboracién con los grupos del Dr. Lozano (Universidad
de Almeria) y de la Dra. Bolarin (CEBAS — Murcia), un proyecto de mutagénesis insercional
con tomate y especies silvestres relacionadas, entre ellas Solanum pennellii. La tesis
doctoral presente se enmarca en este contexto y tiene como objetivos la creacién de una
coleccién de plantas transgénicas de S. pennellii, el disefio de nuevos métodos aptos para
evaluar la tolerancia al estrés salino, la identificacion de caracteres relacionados con el
estrés hidrico o salino y el escrutinio de algunas lineas de S. lycopersicum pre-
seleccionadas por mostrar diferentes alteraciones que puedan estar relacionadas con la

tolerancia a estreses de tipo abidtico.

Tras abordar estos objetivos se han obtenido los siguientes resultados. Tras obtener mas de
dos mil lineas transgénicas diploides de Solanum pennellii se han evaluado 887 lineas con los
diferentes sistemas de identificacion de mutantes disefiados. Dos de los métodos de
evaluacion diseifiados se basaron en el cultivo in vitro y uno en un sistema de cultivo in vivo a
corto plazo. Ademas, con esta ultima metodologia se evaluaron 68 lineas de tomate entre

las que se identificé un mutante de desarrollo de elevado interés por su relaciéon con la
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tolerancia a estreses abioticos. Entre las lineas de Solanum pennellii analizadas se han
identificado fenotipos con distintas alteraciones. En tres de estas lineas se llevd a cabo una
evaluacién mas avanzada llegando a identificar y clonar el gen afectado en una de ellas.
Tanto los mutantes identificados como las metodologias desarrolladas son de gran valor
para seguir profundizando en los procesos relacionados con la tolerancia a estreses abidticos

en una especie tan importante como el tomate.
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Summary

The knowledge of the key genes which crucially affect the development and stress tolerance
of plants is a very important task and indispensable for both, the basic and the applied
research. The screening of populations of mutagenized plants permits the identification of
mutants and, starting with their analysis, the identification of the genes responsible for a
certain trait. Compared to alternative methods (e.g. chemical or physical mutagens) the
insertional mutagenesis using T-DNA offers the additional advantage of labeling the altered
gene with a piece of known sequence that will facilitate its identification and cloning. On the
other hand, the tomato is one of the world’s economically most important vegetables which

over the last few years also gained the status of a model organism for certain traits.

In order to identify the relevant genes involved in the response of plants to abiotic stresses
and processes related to the vegetative and reproductive development, our laboratory
performs in collaboration with Dr. Lozano’s (University of Almeria) and Dr- Bolarin’s (CEBAS-
Murcia) groups a project of insertional mutagenesis in tomato and related wild species,
among them Solanum pennellii. The present PhD-thesis is embedded in this context and
aims to create a collection of transgenic plants of S. pennellii, design new methods helpful
for evaluating the tolerance to salt stress, the identification of traits related to water or salt
stress and screen several lines of S. lycopersicum which were pre-selected for showing

different aberrations that could be related to the tolerance to abiotic stresses.

By tackling these tasks it was possible to obtain the following results. After obtaining more
than two thousand diploid transgenic lines of S. pennellii, 887 of them were screened with
the different systems developed for detecting mutant plants. Two of the methods designed
were based on in vitro culture and one for the short-term evaluation in vivo. With the latter
one a total of 68 tomato lines were screened and among them a mutant with alterations in
its development which could be interesting for its relation to abiotic stress tolerance
identified. In the collection of S. pennellii several plants showing phenotypes with different
alterations were detected. Three of them received an advanced examination and it was
possible to identify and clone the affected gene in one case. The detected mutants as much

as the developed technologies are of great value for deepening the understanding of the
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processes related to abiotic stress tolerance in a crop with the outstanding importance of

the tomato.
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Resum

El coneixement dels gens clau que afecten al desenvolupament de les plantes i la seua
tolerancia a estressos abiotics és un aspecte molt important, des d‘un punt de vista basic
com a aplicat. L'escrutini de poblacions mutagenitzades de plantes permet la identificacié de
mutants i a partir d’ells conéixer els gens d’un caracter concret. Quan es compara amb altres
alternatives metodologiques (mutagens fisics o quimics) la mutagénesi amb T-DNA aporta un
avantatge addicional, ja que al tindre el gen un fragment etiquetat pel T-DNA de seqliéncia
coneguda la seua identificacid i clonacié és més senzilla. D’altra banda, la tomaca és una de
las espéecies de major importancia economica a nivell mundial que, en els ultims temps, s’ha
considerat també una espécie model per a l'estudi de determinats caracters. Per a
aconseguir la identificacié de gens clau en la resposta de les plantes a estressos abiotics i
processos de desenvolupament tant vegetatiu com reproductiu, en el nostre laboratori
s’esta abordant amb col-laboracié amb els grups del Dr. Lozano (Universitat d’Almeria) i la
Dra. Bolarin (CEBAS-Murcia), un projecte de mutagénesi insercional amb tomaca i espécies
silvestres relacionades, entre elles Solanum pennellii. La tesi doctoral s’emmarca en aquest
context i té com a objectius la creacié d’'una col-leccié de plantes transgeniques de Solanum
pennellii, el disseny de nous métodes aptes per a avaluar la tolerancia a I'estres sali, la
identificacid de caracters relacionats amb I’estrés hidric i sali, I’escrutini d’algunes linies de S.
lycopersicum pre-seleccionades per mostrar diferents alteracions que puguen estar
relacionades amb la tolerancia a estressos de tipus abiotic. En abordar estos objectius s’han
obtingut els seglients resultats. Després d’obtindre més de dos mil linies transgeniques
diploides de Solanum pennellii s’han avaluat 821 linies amb els diferents sistemes
d’identificaciéo de mutants dissenyats. Dos dels metodes d’avaluacié dissenyats es basaren
en el cultiu in vitro i un en un sistema de cultiu in vivo a curt termini. A més, amb aquesta
ultima metodologia s’avaluaren 68 linies de tomaca entre les quals s’identifica un mutant de
desenvolupament d’elevat interes per la seua relacid amb la tolerancia a estressos abiotics.
Entre les linies de Solanum pennellii analitzades s’han identificat fenotipus amb diferents
alteracions. En tres d’estes linies es va dura a terme una avaluacié més avancada arribant a
identificar el gen afectat en una de les linies. Tant els mutants identificats com les

metodologies desenvolupades sén de gran valor per a seguir aprofundint en els processos
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relacionats amb la tolerancia a estressos abiotics en una espécie tan important como la

tomaca.
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1 Introduccion

1.1 Origeny taxonomia del tomate

Con la intencién de descubrir una nueva ruta hacia las Indias, en 1492 Cristdbal Coldn llegd
primero al Caribe y, durante su cuarto viaje, al continente de las Américas. Aunque no
descubrié un trayecto a India, China y Japdn, con sus riquezas esperadas, abrié el camino
para nuevos descubrimientos del mismo valor, entre ellos el tomate. En este momento el
tomate ya estaba domesticado, un proceso sobre el cual durante mucho tiempo existieron
dos hipdtesis diferentes que proponian tanto a Perd como a México como posibles centros
de domesticacion (Peralta y Spooner, 2006). McMeekin (1992) interpreté el dibujo de una
herramienta para hilar de Colombia de la época entre 500 y 1000 d.C. como una flor de
tomate y, por lo tanto, como el primer indicio de la incorporacidn de este fruto al consumo
humano, pero conviene tomar este analisis con cautela. Aparte de esta ilustracion no existen
objetos de la época pre-colombina que puedan servir como prueba para identificar el sitio
exacto de la domesticacion de tomate (Rick y Holle, 1990), aunque algunos autores han

propuesto que México fue el lugar mas probable (Robertson y Labate, 2006).

Recientemente, el andlisis molecular de las relaciones entre Solanum pimpinellifolium,
Solanum lycopersicum var. cerasiforme y tomate ha dado lugar a una explicacion sobre cémo
ocurrio la domesticacidon de esta especie. Seguln los resultados de estos trabajos, en los que
se ha llevado a cabo el analisis comparativo de genes relacionados con dos de las
caracteristicas mas relevantes para el consumo humano - el tamafio y la forma del fruto -, el
proceso de domesticacion ocurrié en dos fases. El primer paso se realizd en la regién Andina
de América Latina y convirtid individuos de S. pimpinellifolium en los primeros
representantes de S. lycopersicum var. cerasiforme. Estos cultivos primitivos fueron
introducidos en Mesoamérica, donde se llevd a cabo un segundo proceso de seleccién que
dio lugar a los precursores de S. lycopersicum var. lycopersicum que son los que encontraron
los conquistadores espafioles en el momento de su llegada (Blanca et al., 2012; Lin et al.,

2014; Blanca et al., 2015).
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Las primeras pruebas de su introduccién en Europa se encuentran en Italia, donde
Matthiolus describié una planta parecida a la mandragora con frutos amarillos en 1544
(McCue, 1952). En la década posterior aparecié el primer grabado en madera realizado por
Dodoens en 1554 y el primer dibujo coloreado de una planta de tomate con frutos amarillos
y rojos en un libro del aleman Georg Oelinger (1553), un farmacéutico y coleccionista de
plantas. Aunque en la primera mencién del tomate se describié que podia ser utilizado como
comida, su aceptacion general como alimento tardé mas de 100 afios debido a su
pertenencia a la familia de las Solandceas que comprende varias especies tdxicas como la
mandragora (Mandragora officinarum) y la belladona (Atropa belladona). Desde el siglo XVIII
Europa se convirtié en centro de distribucidon de esta especie al resto del mundo (McCue,

1952).

Con su llegada a Europa empezd también su clasificacién botanica y desde el comienzo su
posicidn taxonédmica fue objeto de controversias que han durado hasta la actualidad. Debido
a su similitud a plantas conocidas en el siglo XVI, que pertenecian al género Solanum, el
tomate se nombrd inicialmente Solanum pomiferum. En 1561 Anguillara asigné el nombre
Lycopersicon haciendo referencia a un fruto que fue descrito por el griego Galen en la
antigiedad y que tenia la fama de convertir hombres en lobos (lycos=lobo vy
persicon=melocotdon) (Peralta et al., 2008). Con la introduccién de la nomenclatura
binominal por Linneo en 1753 el tomate recibié el nombre Solanum lycopersicum, a lo que se
opuso Miller en 1754 nombrandolo Lycopersicon esculentum. Tras alguna modificacidon
posterior en su denominacién, asi como en la de otras especies relacionadas, actualmente se
ha establecido que Solanum lycopersicum es la denominacién correcta, por lo que serd la

que emplearemos en esta Tesis (Tabla 1).

Tabla 1. Taxonomia del tomate y especies silvestres relacionados (Peralta et al., 2008)
Peralta, Spooner,
Miller, 1940a Luckwill, 1943a Rick, 1979 Child, 1990 & Knapp, this treatment

Section Lycopersicon
Subsection Lycopersicon Section Lycopersicon

Subgenus Eulycopersicon Subgenus Eulycopersicon Esculentum complex Series Lycopersicon Lycopersicon group
Lesc 3) L. escule 8 L.esculk 2 S.lycopersicumm ————— S. lycopersicum
L. pimpinellifolium L. pimpinellifolium L. pimpinellifolium S. pimpinellifolium S.pimpinellifolium
— L.ch i S.ch i T S.chi i
S.galapangense
Series Neolycopersicon Neolycopersicon group
L.pennellii —————S.pennellii —————————— S.pennellii
Series Eriopersicon E riopersicon group
— L. hil S.hirsutum —————————— S. habrochaites
L.chmiel kii S.chmiel kii ~
L. parviflorum ——————— S.neorickii ~ S. he
Subgenus Eriopersicon Subgenus Eriopersicon Peruvianum complex S.corneliomulleri
f L. pissisi ) Lp i S.p i S.p i
L.peruvianum (3) L. peruvi (5) L.chilense ~—————————S.chilense S.chil
L.ch iae (2) L.ch iae (2) ~ Arcanum group
L. hirsutum (2) ———————— L. hirsutum (2) S.arcanum
L. glanduls L. glandulc - “—— S.chmielewskii

~—— S. neorickii
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1.2 Caracteristicas de una planta de tomate y algunos
genes que las controlan

Como todos los organismos multicelulares, en una planta de tomate se desarrollan
diferentes tipos celulares, tejidos y 6rganos que pueden variar a lo largo de su ciclo vital.
Toda la informacidén necesaria para organizar y coordinar las multiples funciones vitales y
asegurar el cumplimiento de este ciclo, desde la germinacién hasta la maduracién de las
semillas, estd recogida en el genoma completo de la planta. Los mutantes, con sus
variaciones genéticas y sus fenotipos alterados, facilitan el estudio de estos mecanismos
bioldgicos. Gracias a ellos disponemos de un material con el que comparar frente al fenotipo
silvestre por lo que se convierten en una herramienta de gran utilidad para deducir la
funcién de un gen si podemos identificar la secuencia alterada en dicho mutante. Teniendo
en cuenta esta relacidn entre las caracteristicas de una planta y los genes que las controlan,
en esta descripcion morfolégica se incluyen algunos de los genes con una influencia

relevante sobre el desarrollo del tomate.

La planta de tomate permanece herbacea durante su ciclo de vida y solamente en la base del
tallo y la parte superior de la raiz ocurre cierto crecimiento secundario con lignificacion.
Aunque el crecimiento de las especies silvestres y de muchas variedades comerciales es
indeterminado, se han obtenido variedades de tomate con desarrollo determinado. Este
cambio se ha producido gracias a la mutacién del gen SELF PRUNING (SP) (Pnueli et al.,
1998). Las variedades de crecimiento indeterminado suelen necesitar entutorado, mientras

que las de crecimiento determinado tienen un porte ligeramente rastrero.

Las hojas adultas son complejas, pinnadas y los foliolos pueden variar entre estrechamente

elipticos, ovalados u orbiculares y su base entre truncada, redonda y cordada.

El inicio de la floraciéon en la seccidn Lycopersicon estd controlado por varios factores. El
estado de desarrollo de la planta es el que tiene mayor importancia (Dielen et al., 2004;
Samach y Lotan, 2007). En funcidon de la especie y/o el cultivar se termina la fase juvenil con
la primera inflorescencia que se forma después de la 62 a 122 hoja (Sawhney y Greyson,
1972). Para ello, el meristemo apical se convierte en un meristemo de inflorescencia, con lo
cual el crecimiento del segmento inicial de la planta finaliza y se activa el meristemo lateral

mas cercano al apice para formar la primera unidad simpodial. Una funcién esencial en este
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cambio inicial a la fase reproductiva reside en los genes FALSIFLORA (FA) y SINGLE FLOWER
TRUSS (SFT) (Molinero-Rosales et al., 1999, 2004; Lifschitz y Eshed, 2006). En la mayoria de
las especies estas unidades simpodiales tienen tres fitbmeros y una nueva inflorescencia. La
excepcion a esta norma es Solanum pennellii, en la que se forman solamente dos fitdmeros
entre inflorescencias consecutivas (Lifschitz y Eshed, 2006). Por ultimo, la induccion de la
floracion es relativamente independiente de la longitud del dia y depende mas de la integral
de la luz del dia, pardmetro que combina la duracidn con la intensidad de la luz (Kinet, 1977;

Atherton y Harris, 1986; Kinet y Peet, 1997).

La inflorescencia de tomate presenta una arquitectura muy variable entre cultivares. Aunque
la formacién de los érganos reproductivos estd bien estudiada y existen colecciones
considerables de mutantes afectados en los distintos procesos, desde el cambio de un
meristemo vegetativo a uno de inflorescencia y finalmente de flor, no existe consenso sobre
si la inflorescencia es de tipo racimoso o cimoso (Lippmann et al., 2008; Lozano et al., 2009;
Périlleux et al., 2014), aunque el crecimiento simpodial de la planta entera favorece la
clasificacién como cimoso. El nimero de flores a lo largo del pedunculo es muy variable. Esto
se puede comprobar al comparar entre especies silvestres y cultivares de tomate. Ademas,
en la actualidad se disponen de varios mutantes que varian en este cardcter, como anantha
(an) o compound inflorescence(s), con una multitud de flores, y uniflora (uf) con una unica
flor por inflorescencia (Allen y Sussex, 1996; Dielen et al., 1998; Quinet et al., 2006; Lippman
et al., 2008).

La conexion entre el fruto y la inflorescencia es el pedicelo, que también es el punto de
abscisidon en el caso de ausencia de polinizacion de la flor o en el momento de la madurez del
fruto. Si la polinizacién es exitosa, el pedicelo continda su crecimiento y puede mostrar
diferentes formas con respecto a longitud, grosor y curvatura. En la mayoria de las especies
la zona de abscisiéon se encuentra en la primera mitad del pedicelo; la excepcién es, de
nuevo, S. pennellii que la tiene localizada en la base de la flor (Peralta et al., 2008; Caicedo y
Peralta, 2013). El proceso de abscision se divide en diferentes etapas. En la primera se
observa la diferenciacién de algunas células y la aparicion de una susceptibilidad para
sefales de abscision en esta zona. A continuacion surge un proceso de degradacion de las
células en la zona de abscision que esta principalmente controlado por etileno y donde
participan, entre otras, las enzimas hidroliticas que disuelven las paredes celulares. Durante

esta fase de separacidon se empieza a formar una capa protectora y con su terminacién

4
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finaliza el proceso (Bar-Dror et al., 2011). Ademas de otros efectos pleiotrépicos, una
mutacién en el gen JOINTLESS (J) da como consecuencia la ausencia de esta zona de
abscision, una alteracién relevante para poder realizar la cosecha mecanizada en cultivares

destinados al procesado industrial (Rick y Sawant, 1955; Mao et al., 2000).

Las flores de los miembros de la seccidén Lycopersicon son simétricas y se disponen en cuatro
verticilos: sépalos, pétalos, estambres y pistilo. Como en otras angiospermas, la organizacién
de estos drganos esta controlada por diversos genes cuya interaccion describe el modelo

ABC (Tabla 2).

Tabla 2.- Genes identificados del modelo ABC en tomate. Fuente: Lozano et al., 2009

Mutant or gene Phenotype Gene
A-class macrocalyx (mc)  Large sepals, indeterminate inflorescence LeMADS-MC (MCin text)
B-class stamenless (s/) Homeotic conversion of petals and stamens into sepals and carpels, SL
respectively
T™6 Silencing of TM6 alters stamen development ™6
C-class TAGT Down-regulation of TAGT causes homeotic transformations of stamens and TAG1
carpels
E-class TM5 Down-regulation alters organ differentiation in the inner three floral whorls ™5
™29 Down-regulation of TM29 affects the maintenance of floral meristem identity ™29

(flowers altered in the inner three whorls)

En la mayoria de los casos, el cdliz, como verticilo mas exterior de los drganos florales,
consiste en cinco a ocho sépalos verdes. Estos pueden variar su morfologia entre lineal y
espatulada, con una punta redonda en el caso de S. pennellii, y estan unidos en su base. Su
crecimiento continda durante la maduracién del fruto y durante su desarrollo se pueden
torcer hacia el fruto o apartarse del mismo. El color de los pétalos es amarillo y la corola que
forman tiene un tamano que oscila entre 1 y 5 cm. Menos en el caso de S. pennellii que
muestra una simetria bilateral, las flores de los miembros de la secciéon son completamente
simétricas (Peralta et al., 2008). El androceo esta formado por estambres con un filamento
corto como soporte y las anteras amarillas que contienen el polen en sus sacos polinicos. El
entrecruzamiento de pelos que crecen en los laterales de las anteras hace que los estambres
se unan y formen un cono simétrico en la mayoria de las especies (Sekhar y Sawhney, 1984).
En S. pennellii, la relativamente gran longitud de los estambres superiores causa una
curvatura hacia debajo del tubo. En el momento de la maduraciéon del polen, los sacos
polinicos estan perforados por poros que dan lugar a la dehiscencia longitudinal por el lado
interior de la antera (Peralta et al., 2008). En todas las especies los carpelos estan fusionados

y forman un ovario redondo o eliptico donde se encuentra la cavidad seminal con los évulos
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(Peralta et al., 2008). En la mayoria de las especies silvestres las flores tienen una estructura
bi-carpelar, mientras que en los cultivares comerciales de tomate se observa una gran
variacion, lo que permite encontrar genotipos con gineceos multi-carpelares. Tras la
fecundacion, los carpelos se convierten en los léculos del fruto. En la actualidad se conocen
dos de los genes principales que controlan este caracter, LOCULE NUMBER (LC), identificado
por Mufos y colaboradores (2011), y FASCIATED (FAS), clonado por Cong y colaboradores
(2008).

El estigma se encuentra dentro del cono de las anteras, lo cual favorece su auto-polinizacién,
o fuera del mismo, lo cual facilita la recepcién de polen de otros individuos. Tras la
fertilizacion comienza la formacion del fruto de tipo baya carnosa con una maduracion
climatérica. En este proceso los tejidos del gineceo sufren varias modificaciones. La pared
del ovario se convierte en el pericarpio que, a su vez, consta de epicarpio, mesocarpio y
endocarpio. El epicarpio estd formado por la cuticula y la epidermis que protegen el fruto
contra la transpiracion y pérdida de agua. En el mesocarpio se encuentran tejidos
parenquimatosos con células grandes y vacuolas expandidas que también contienen
cloroplastos con funcién fotosintética. El endocarpio consiste de una sola capa de células y
separa el pericarpio de los l6culos. Estos l6culos estan separados entre ellos por el septo que
tiene su origen en los bordes de los carpelos y que se une en la columela, el tejido central del
fruto. Junto a la columela se encuentra la placenta, que, mediante los funiculos, administra
los nutrientes a las semillas. Las semillas en las cavidades loculares estan rodeadas por un

tejido gelatinoso, el mucilago (Pesaresi et al., 2014).

Segun Gillaspy y colaboradores (1993) se pueden diferenciar tres fases en el proceso de la
formacidn del fruto. La primera comienza en el estadio de antesis y esta relacionada con el
desarrollo del ovario y la decision de abortar o continuar con la formacion del fruto. En la
segunda fase, el crecimiento del fruto ocurre principalmente como consecuencia de
divisiones celulares, siendo el momento donde comienzan también a desarrollarse los
embriones de las semillas. Finalmente, en la tercera fase cesa la divisién celular y el fruto
continda creciendo a través de la expansién celular hasta que alcanza el tamaiio final,
termina el desarrollo del ovario y maduran las semillas. En las variedades de tomate las tres

caracteristicas del fruto que van a definir su clasificacion son el tamaiio, la formay el color.
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En las especies silvestres el tamano del fruto es de 1 a 2 centimetros de didmetro. Con
respecto al peso, la variabilidad del tomate cultivado abarca frutos desde los 20 g (tipo
cherry) hasta los 500 g (tipo beef). Los genes LC y FAS que influyen en el nimero de l6culos
también afectan al tamafio del fruto (Cong et al., 2008; Mufios et al., 2011). A partir del
estudio de lineas de introgresién entre tomate y S. pimpinellifolium, se identificaron dos
genes adicionales FRUIT WEIGHT 2.2 y 3.2 que tienen gran influencia sobre las dimensiones
del fruto (Frary et al., 2000; Chakrabarti et al., 2013). Mas recientemente, los trabajos que
llevamos a cabo en colaboracion con el Dr. Lozano han revelado que el gen ENO (EXCESSIVE
NUMBER OF FLORAL ORGANS) afecta el tamafio del meristemo floral y, como consecuencia,

el numero de érganos florales y el tamafio del fruto (Ferndndez-Lozano et al., 2015).

En las especies silvestres la forma del fruto varia entre globoso, eliptico y ligeramente
piriforme. En las variedades de tomate se pueden encontrar formas redondas, piriformes,
aplastadas, cordiformes, campanuladas y alargadas (Bergougnoux, 2014). Se han
identificado dos genes que regulan la forma del fruto, SUN y OVATE. SUN codifica una
proteina que actia como un regulador positivo de la elongacién y se supone que altera el
nivel de hormonas o metabolitos secundarios (Xiao et al., 2008). El producto del gen OVATE
es un regulador negativo que presumiblemente reprime la transcripcién y origina frutos con

forma de pera (Liu et al., 2002; Wang et al., 2007).

En las especies silvestres se obtienen frutos con un color entre verde, amarillo, naranja y
rojo. Las variedades del tomate cultivado afiaden a los colores ya existentes en las especies
silvestres pigmentacion blanca, rosa, morada y variedades dicromaticas. Los carotenoides, y
dentro de ellos especialmente el licopeno, son los pigmentos principales que causan el color
rojo caracteristico de la mayoria de las variedades cultivadas. Segun Labate y colaboradores
(2007) se han identificado mds de veinte genes que participan en la sintesis de estos
compuestos o que determinan el tipo, contenido y distribuciéon de estas sustancias en el
fruto del tomate. Por ejemplo, a partir del mutante “yellow flesh” se identificé el gen PSY-1
que participa en la sintesis de carotenoides y cuya pérdida de funcién inhibe la
metabolizacidn de licopeno, dando como resultado frutos de color amarillo (Fray y Grierson,
1993). Adicionalmente, mutantes como ripening inhibitor (rin), nonripening (nor), never-ripe
(nr), colorless nonripening (Cnr), green-ripe (Gr), green flesh (gf), high pigment 1 (hp1) y high
pigment 2 (hp2) han permitido la identificacion de otros genes clave en la determinacion del

color del fruto en tomate (Osorio et al., 2011).
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Una de las consecuencias de la seleccion humana a lo largo de la domesticacién es el
aumento del tamaiio de las semillas en los cultivares de tomate; por ejemplo, mientras que
una semilla madura de S. pennellii pesa aproximadamente 0.26 mg la de tomate supera los 3
mg (Luckwill, 1943; Berry y Bewley, 1992; Doganlar et al., 2000; Orsi y Tanksley, 2009). El
color de las semillas de las especies de la seccidn Lycopersicon varia entre amarillo y marrén
oscuro. Tienen una forma oval aplanada y un tamafio entre 1,5 mm y 5 mm segun la
variedad. Tanto tomate como S. pennellii presentan excrecencias parecidas a pelos en la
superficie de las semillas que son tipicas del grupo de los Lycopersoides (Peralta et al., 2008).
El proceso de germinacidn comienza con la debilitacién del endospermo y termina con la

ruptura de la testa por la radicula.

La radicula del embridn o raiz primaria se forma durante las primeras divisiones celulares en
el proceso embriogénico. Las raices laterales o secundarias son las que surgen a partir de la
raiz embrionaria. Por otra parte, también se pueden producir raices adventicias a partir de
tejidos diferentes. Aunque el origen de todas estas raices es diferente, su esquema
arquitectonico se repite (Scheres et al., 1996). El apice de la raiz contiene el meristemo
radical, una poblacién de células madre que consiste en el centro quiescente con una
division celular lenta y dos capas de células madre adyacentes con una multiplicacion mas
rapida que dan lugar a los diferentes tejidos (Jiang y Feldmann, 2005). Al contrario de lo que
ocurre con el meristemo apical del tallo, el meristemo radicular puede producir células en
los dos sentidos. En direccion distal se forma la caliptra, que provee de proteccion mecanica
al meristemo, mientras que en sentido contrario, las células generadas contribuyen al
crecimiento de la raiz. Los tejidos de la raiz se forman ontogénicamente a partir de cuatro
tipos de células iniciales. El primero da lugar a la parte central de la caliptra, la columela. A
partir del segundo se desarrollan las células de la parte lateral de la caliptra y la epidermis de
la raiz. El cortex y la endodermis provienen del tercer tipo y el ultimo da como resultado el

periciclo y los haces vasculares que forman la estela central (Dolan et al., 1993).

Las raices laterales se desarrollan a partir del periciclo (Steeves y Sussex, 1989). Este proceso
se puede dividir en las siguientes etapas: estimulacidon y desdiferenciacidon del periciclo,
division y diferenciacién celular que resulta en el desarrollo de un primordio, emergencia de
la raiz lateral debido a la expansidn celular y, finalmente, la activacidon del meristemo de la

raiz lateral (Malamy y Benfey, 1997).
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Las raices adventicias son raices post-embrionales que no proceden del periciclo radicular y
pueden desarrollarse como consecuencia de condiciones desfavorables o dafios mecdanicos a
partir de diferentes tejidos como hojas, tallos o tejidos de la raiz (Li et al., 2009). Estas raices
adventicias se desarrollan mayoritariamente a partir del cdmbium o los haces vasculares y
existen dos posibilidades para su formacidn. En la ruta directa, una division mitética de las
células en cuestidon resulta directamente en primordios radiculares. En la rizogénesis
indirecta interviene la formacion de un callo como paso intermedio (da Costa et al., 2013).
Se han encontrado diferentes variaciones alélicas de genes relacionados con la capacidad de
formar raices adventicias en las especies silvestres S. peruvianum y S. pennellii. Estos alelos
pueden ser una buena fuente de variaciéon para mejorar este caracter de elevado interés

biotecnoldgico y agrondmico (Lombardi-Crestana et al., 2012; Arikita et al., 2013).

La raiz cumple varias funciones esenciales que, especialmente en condiciones adversas como
el estrés hidrico o salino, pueden ser de gran importancia. Sin embargo, los conocimientos
sobre los genes que determinan su crecimiento son mas reducidos en comparacién con lo
que se sabe sobre el desarrollo de la parte area de las plantas (Jung y McCouch, 2013). Aln
asi, se han identificado algunos genes, como SCARECROW (SCR) y SHORT-ROOT (SHR), que
regulan la renovacién de células madres y su distribucién en las raices (Di Laurenzioet al.,
1996; Hellariutta et al., 2000). Por otra parte, BREVIS RADIX (BRX) esta involucrado en la
proliferaciéon y extensién de las células en la zona del crecimiento del apice radicular

(Mouchel et al., 2004).

1.3 Importancia econdmica y cientifica del tomate

Su buena adaptacion a diferentes areas de cultivo, que se extiende desde regiones con un
clima sub-dartico hasta paises tropicales, y las posibilidades multiples para su uso, tanto para
el consumo en fresco como producto procesado, convierten al tomate en la hortaliza mas
importante a nivel mundial después de la patata, segin datos de la FAO. Esta relevancia se
refleja también en su posicionamiento en el listado de las especies vegetales con mayor
importancia econdmica a nivel mundial, incluyendo cereales y otros frutos del campo, donde
ocupa la novena posicién con respecto a cantidad producida y la cuarta con respecto al valor

generado (59.103 millones de délares).
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En los ultimos 30 afios la superficie para el cultivo de tomate casi se ha duplicado. Mientras
qgue en 1982 se cultivaban 2,5 millones de hectareas, en 2012 se alcanzaron los 4,8 millones
de hectdreas. En el mismo periodo la productividad por hectdrea ha subido cerca del 50%,
pasando de 22,9 t/ha a 33,7 t/ha, un valor que se ha estabilizado desde 2009. Estos
pardmetros hacen que en 30 anos hayamos triplicado la produccién mundial pasando de 58

millones de toneladas a 162 millones de toneladas en 2012.

Casi un tercio de la cosecha mundial (50,1 millones de toneladas) esta ubicada en China. Le
siguen India, con 17,5 millones de toneladas, y EEUU, con 13,2 millones de toneladas, que
ocupan la segunda y tercera posicidon, respectivamente. En Europa, ltalia y Espafia son los
productores mas importantes con una cosecha de 5,1 y 4,0 millones de toneladas, ocupando
las posiciones 72 y 82 en el ranking mundial. Sin embargo, en cuanto a productividad, los
paises europeos son quienes encabezan la clasificacién, destacando Paises Bajos (47,6 t/ha),
Bélgica (46,3 t/ha) e Islandia (43 t/ha). Esto se consigue gracias al alto grado de tecnificacidon
que tiene el cultivo de tomate en estos paises, incluyendo calefaccién, iluminacién y

gasificacion artificial.

En cuanto a las variedades que se cultivan, existe una gran variabilidad con respecto a color,
tamafio y forma de sus frutos. Las variedades locales se siguen cultivando, aunque la mayor
parte de la superficie cultivada estd ocupada hoy en dia con variedades hibridas
comercializadas por las casas de semillas. Se estima que el mercado de las semillas de estas
variedades hibridas genera un valor comercial cercano a los 500 millones de euros anuales

(Bai y Lindhout, 2007).

Pese a la gran variabilidad a nivel fenotipico (especialmente, tamano, forma y color del
fruto), la diversidad genotipica de las variedades cultivadas del tomate es muy limitada para
otros caracteres. Esta limitacién se puede explicar, entre otros motivos, por el efecto
fundador al inicio del proceso de domesticacién del tomate. Este término describe las
consecuencias que genera la seleccién de unos pocos individuos para obtener las
poblaciones siguientes (Zamir, 2001). Ademas, su cultivo en México en tiempos pre-
colombinos, se realizd lejos de su origen y centro de diversidad en los Andes, lo cual
imposibilitd una hibridacion espontanea con otras especies silvestres relacionadas. Su
distribucién a nivel global, a partir de unas pocas plantas que se llevaron desde América a
Europa, y de ahi al resto del mundo, produjo probablemente un nuevo estrechamiento en la

variabilidad genética de la especie (Rick, 1976; Nesbitt y Tanksley 2002). Como resultado, los
10
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cultivares disponibles actualmente representan aproximadamente el 5% de la variabilidad
genética disponible en Lycopersicon (Miller y Tanksley, 1990). Esta separacién entre el
tomate cultivado y sus ancestros perdurd hasta principios del siglo XX. En ese momento se
empez6 a reconocer el valor de estas especies como fuentes de variacion genética en
caracteres relevantes que se perdieron durante el proceso de domesticacion. Uno de los
primeros éxitos de los cruzamientos entre especies silvestres y cultivares de tomate fue la
introduccién de una resistencia a Cladosporium fulvum proveniente de S. pimpinellifolium en
1934 (Walter, 1967). Se estima que desde entonces se han transferido mas de 50 caracteres
de diferentes especies silvestres al tomate, fundamentalmente resistencias a patdgenos (Pan

et al., 2000; Hajjar y Hodgkin, 2007).

Aunque toda esta labor de mejora ha sido realizada por gran cantidad de investigadores,
destaca el esfuerzo realizado por Charles M. Rick que dedicé su vida a ampliar el
conocimiento que se tiene del género Solanum. Como ejemplos de sus aportaciones, cabe
destacar el desarrollo del primer marcador molecular, un alelo de un iso-enzima asociado a
una resistencia a nematodos, la transferencia del gen jointless-2 desde S. cheesmaniae a los
cultivares modernos de tomate, la construccion del primer mapa de ligamiento genético y la
generacion de lineas de introgresion de especies silvestres en un cultivar de S. esculentum
(Tanksley y Kush, 2003). Por otro lado, sus aportaciones en la recoleccion de germoplasma
en los centros de origen de la seccidon Lycopersicon, su clasificacién y experimentos de
mutagénesis fueron la base para la creacién del banco de germoplasma (“Tomato Genetics
Stock Center”) en la Universidad de Davis que fundd y que fue nombrado en su honor en
1990 como “Charles M. Rick Tomato Genetics Resource Center”. Esta institucion administra
y mantiene las semillas de mas de 1.500 accesiones de la seccién (Robertson y Labate, 2006)
y representa la herencia de este investigador. Este esfuerzo, en combinacidon con otras
colecciones importantes, han convertido al tomate y a sus especies silvestres en la hortaliza
mejor conservada (Bauchet y Causse, 2012). De hecho, la FAO en 2010 ya contaba con casi
84.000 accesiones de la seccién Lycopersicon en los bancos de germoplasma de todo el
mundo. Las colecciones mas grandes se encuentran en el AVDRC en Taiwan (mas de 7.500

accesiones) y en el USDA en los EEUU (mas de 6.200 accesiones).

El tomate es una especie con una caracteristica que le diferencia de otros organismos
modelo en investigacidn de plantas como Arabidopsis o arroz: tiene un fruto carnoso que es

capaz de madurar y acumular metabolitos (Bauchet y Causse, 2012). Ademas, es una especie

11



Introduccion

cuyo cultivo es sencillo, tiene un ciclo de vida relativamente corto, es insensible al
fotoperiodo, se puede autofecundar o cruzar con otros genotipos facilmente y se puede
propagar asexualmente. Por otra parte, existen numerosos mapas genéticos y marcadores
asociados a caracteres de interés y su genoma, de tamafio pequefio (950 Mb), ha sido
secuenciado (Tomato Genome Consortium, 2012). Estos esfuerzos han convertido al tomate
en un organismo modelo en muchos aspectos de la investigacidn con plantas. De hecho, si se
compara la evolucidon del nidmero de publicaciones JCR en cuyo titulo aparece tomate
respecto de las que tiene como especie de estudio Arabidopsis, se puede ver el incremento

significativo que ha tenido la investigacion en tomate en la Ultima década.

Ndmero de publicaciones JCR
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Por ultimo, como se ha comentado en un apartado anterior, la disponibilidad de mutantes
afectados en caracteres del desarrollo ha permitido profundizar en el conocimiento de los
mecanismos que regulan estos caracteres y conocer alguno de los genes clave en estos

procesos.

Los mutantes se pueden clasificar en funcién de la cantidad de informacidn genética que se
ha visto afectada en mutaciones génicas (modificacién de uno o unos pocos nucleétidos de
un gen), mutaciones estructurales (alteracidon de la arquitectura de los cromosomas) o
mutaciones gendmicas (cambio en el nimero de cromosomas de un organismo). Otra forma
de clasificar a los mutantes es mediante el origen de dicha mutacién: espontanea o inducida.
Aunque las mutaciones espontdneas ocurren con una frecuencia muy baja, son de gran
relevancia para la evolucién de las especies y para su utilizacidon para el beneficio del ser
humano. Un ejemplo de esto serian las mutaciones espontaneas que ocurrieron en teosinte
y que fueron claves en el origen del maiz cultivado (Buckler et al., 2001; Vollbrecht y Sigmon,

2005). Entre estas mutaciones cabe destacar teosinte branched1 (tb1) (Doebley et al., 1995),
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barren stalkl (bal) (Gallavotti et al., 2004) y teosinte glume architecture 1 (tgal) (Dorweiler

et al., 1993), entre otras.

Debido a que las mutaciones espontdneas surgen con baja frecuencia, su valor para el
analisis funcional de los genes afectados es limitado y conlleva ciertas complicaciones como
la necesidad de estudiar grandes poblaciones. Aun asi, sus efectos se examinaron al principio
del siglo XX, donde los trabajos de Hugo de Vries, que también definié el termino mutacion,
estan valorados como los primeros que lo estudian de forma cientifica (van Harten, 1998).
De Vries también propuso el uso de fuentes de radiacién como los rayos X para aumentar la
tasa de mutacion, algo que Muller llevé a la practica con Drosophila en 1927 y que inicid la
era de las mutaciones inducidas. Los primeros experimentos con plantas se realizaron
simultdneamente y fueron publicados de forma independiente por Stadler y Stubbe en 1928
(Acquaah, 2007; Shu, 2012). Aparte de los rayos X que se utilizaron en estos primeros
estudios se descubrieron otros tipos de radiacion y particulas subatdmicas que pueden

causar mutaciones y que estdn incluidos en el grupo de los agentes mutdgenos fisicos.

El efecto de los mutdgenos quimicos se demostré por primera vez en D. melanogaster
(Auerbach y Robson, 1946). En el ambito de la mutagénesis de plantas, el metanosulfonato
de etilo (EMS) sigue teniendo relevancia, especialmente desde el desarrollo de una técnica
llamada TILLING, que combina la generacién de mutaciones mediante agentes quimicos con
métodos de genética molecular para localizar las mutaciones puntuales. Sin embargo, existe
un inconveniente muy importante para llegar a identificar el gen mutado a partir de
mutantes espontdneos o inducidos por agentes fisicos o quimicos. Estos mutantes no tienen
etiquetado el gen alterado, por lo que se precisan afios de trabajo y esfuerzo para llegar a
identificar y clonar el gen responsable de los fenotipos mutantes. Una alternativa para
acortar estos plazos y llegar de forma mas rapida al gen responsable de la mutacién

observada es la utilizacion de la mutagénesis insercional.

1.4 La mutagénesis insercional

Gracias al desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante y a los métodos de
transformacién genética basados en técnicas de cultivo in vitro se han podido obtener
plantas transgénicas e iniciar programas de mutagénesis insercional. En 1902 G. Haberlandt
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postuld una de las premisas clave para el cultivo in vitro: teéricamente las células de una
planta poseen todos los requisitos y la capacidad para vivir, crecer y formar una nueva
planta. Esta capacidad se denomina totipotencia. Sin embargo, se necesitaron mas de 60
anos para conseguir la comprobacion experimental de este principio partiendo de células
diferenciadas. Vasil y Hildebrandt en 1965 consiguieron regenerar una planta entera a partir
de células individuales y diferenciadas. La formulacidon de un medio nutritivo adecuado para
el cultivo in vitro de un gran numero de especies (Murashige y Skoog, 1962) y la
identificacion de las auxinas y citoquininas en la primera mitad del siglo XX fueron claves

para el desarrollo de las técnicas del cultivo in vitro.

En la actualidad, el cultivo in vitro engloba un conjunto de técnicas cuyos objetivos son la
produccién de plantas (micropropagacion), el saneamiento vegetal (cultivo de meristemos o
microinjerto) y la mejora genética. Dentro de este ultimo objetivo se puede utilizar el cultivo
in vitro para lograr distintas aplicaciones: obtencion de haploides y doble-haploides
mediante cultivo de anteras u ovarios, obtencién de hibridos interespecificos mediante
rescate de embriones o fusién de protoplastos, aumento de la variacion intraespecifica
mediante el aprovechamiento de la variacién somaclonal y obtencién de plantas

transgénicas mediante, por ejemplo, transformacién indirecta con Agrobacterium.

Mientras los tipos de mutaciones mencionadas anteriormente (espontaneas o inducidas por
métodos fisicos o quimicos) modifican parte del genoma de la planta sin que se pueda saber
facilmente qué gen o genes se han visto afectados, gracias a la utilizacién de la mutagénesis
insercional, cuyo agente mutagénico es un fragmento de ADN de secuencia conocida, el gen

alterado queda etiquetado por lo que es mas sencillo llegar a su identificacion y clonacién.

Las técnicas de transformacién genética mas utilizadas son la transformacion indirecta con
Agrobacterium tumefaciens y el método biobalistico mediante el bombardeo de células
vegetales con particulas recubiertas con ADN. Aunque existen métodos de transformacion
puestos a punto por ambas via en tomate, el mas utilizado es, sin duda, el cocultivo de
explantes primarios con Agrobacterium (Baum et al., 1997; Pineda, 2005). Los vectores que
se han utilizado para obtener los mutantes insercionales de tomate son los transposones vy,

sobre todo, el T-DNA.
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1.4.1 Transposones

Los trabajos de McClintock en maiz en los afios 40 y 50 del siglo pasado revelaron la
existencia de secuencias mdviles en el genoma que fueron denominadas transposones por
su capacidad de duplicarse y cambiar su posicion. Después de identificar las secuencias Ac y
Ds, que son responsables para su translocacion e integracién en el cromosoma (Fedoroff et
al., 1983), fue posible aplicar este sistema a otras especies como Arabidopsis thaliana (van
Sluys et al., 1987), patata (Knapp et al., 1988), tabaco (Hehl y Baker, 1990) y arroz (Enoki et
al., 1999).

Se ha demostrado que este sistema también funciona en tomate (Yoder et al., 1988; Yoder,
1990; Osborne et al., 1991; Rommens et al., 1992; Carroll et al., 1995). 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 el virus del mosaico del
tomate (Lanfermeijer et al., 2003). Se identificaron también los genes Dwarf, que codifica un
citocromo P45 (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 TAP3, 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 mdas de 500 lineas independientes que
Unicamente contienen elementos Ds. Aparte de su utilidad para investigar mutantes
presentes en esta coleccién, la poblacion creada puede servir como base 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 (Keller y Dooner, 1993) se observd que los

elementos moviles tienden a transponerse en posiciones cercanas a su lugar de origen, es
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decir, su insercion no es del todo aleatoria. Otro problema es la posibilidad de que los
transposones no sean inserciones estables y cambien su posicién a lo largo de varias

generaciones, como se observé en Arabidopsis (Goodrich et al., 1997).

1.4.2 T-DNA

El uso de T-DNA evita los dos problemas comentados anteriormente y, ademas, la inserciéon
de un menor nimero de copias facilita la identificacién del gen modificado que causa la
alteracion fenotipica (Radhamony et al., 2005). La técnica se basa en la capacidad de ciertas
bacterias parasitas del género Agrobacterium de infectar una amplia gama de plantas con un
pldsmido portador de la regién T-DNA y causar la formacién de agallas donde se producen
varios tipos de opinas, derivados de amino acidos y azucares que le sirven para su nutricion
(Escobar y Dandekar, 2003). Después de la identificacidon de A. tumefaciens como causante
de la infecciéon en 1907 (Smith y Townsend), en los afios 40 se descubrié que el agente
tumoral puede actuar aunque ya no esté presente la bacteria (Braun, 1941,1950; Braun y
White, 1943). En 1974 se identificd al plasmido Ti como el responsable de esta formacién de

tumores (Zaenen et al., 1974).

Para usar este plasmido como vector para la transformacion genética fue necesario
demostrar que existe la posibilidad de incorporar DNA proveniente de otros organismos en
el genoma de plantas (Ledoux, 1964) y que el DNA del plasmido esta presente en las células
vegetales de los tumores (Chilton et al., 1977). El proceso de transferencia del T-DNA no es
completamente conocido y resulta demasiado complejo para describirlo en detalle.
Basicamente, se pueden diferenciar varios pasos que incluyen la infeccién de la planta con A.
tumefaciens y la activacion de varios genes vir relacionados con la virulencia del plasmido.
Estos genes vir inician la reproduccién del pldsmido, la transferencia del T-DNA, que pasa a la
célula vegetal en una sola hebra, y su integracién en el genoma de la planta (Barampuram y
Zhang, 2011). Para transformar plantas con genes de interés mediante este sistema es
necesario modificar el DNA que se introduce gracias a técnicas de DNA recombinante. En
este proceso se eliminan los genes que inducen la formacién de las agallas y la sintesis de
opinas y se insertan los genes de interés entre los dos bordes del T-DNA. Desde su primera

implementacién en tabaco (Zambryski et al., 1983) y las primeras transformaciones estables
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(DeBlock et al., 1984; Horsch et al., 1984), este método se ha aplicado a una multitud de

especies con una amplia gama de construcciones.

Una vez dilucidado el mecanismo de infeccion de Agrobacterium y del plasmido Ti como
vector, fueron tres los avances adicionales que permitieron su empleo a gran escala y de
forma rutinaria. Mientras en los primeros trabajos de transformaciéon se utilizaron
protoplastos, el desarrollo de protocolos de regeneracidon a partir de diferentes tejidos
vegetales permitid el uso de T-DNA en multitud de especies y por nuevos grupos de trabajo
(Thorpe, 2007). La segunda mejora se centrd en los vectores. El desarrollo de vectores
binarios que utilizaron E. coli como huésped intermediario para la multiplicaciéon de las
secuencias de interés en el plasmido Ti y su integracidn posterior a A. tumefaciens facilité la
disponibilidad de una gran variedad de cepas de A. tumefaciens y tipos de plasmidos (Lee y
Gelvin, 2008). La utilizacién de mejores genes marcadores que facilitan la seleccién de las
células transformadas y genes delatores que permiten seguir el proceso de transformacion,
fue el tercer avance que convirtié esta metodologia en una herramienta estandar en la

genética de plantas (Miki y McHugh, 2004).

Aunque, en teoria, la insercidén del T-DNA en el genoma de una planta es aleatoria (Franzman
et al., 1995), resultados con Arabidopsis thaliana y varias especies de Nicotiana indican que
el T-DNA suele integrarse con preferencia en regiones transcipcionalmente activas (André et
al., 1986; Koncz et al., 1989; Herman et al., 1990). En tomate se observd también que el sitio
de insercién tiende a ocurrir en secuencias que se transcriben (Gidoni et al., 2003). En otros
trabajos con Arabidopsis se ha observado que existe una preferencia de inserciéon en
regiones intergénicas (Sessions et al., 2002; Alonso et al., 2003) asi como en zonas ricas en
pares de nucledtidos AT (Brunaud et al., 2002; Qin et al., 2003). Sin embargo, lo que se ha
observado en arroz es que el mayor nimero de eventos de insercion suele ocurrir cerca del

codon de inicio (An et al., 2003; Chen et al., 2003; Sallaud et al., 2004).

Conviene destacar que estas observaciones pueden estar causadas por el sistema de
seleccidon (p.ej.: resistencia a un antibidtico o herbicida) que elimina aquellos eventos de
integracion que no se expresan y que pueden estar ubicados en otros sitios del genoma de la
planta. En cualquier caso, la amplia distribucion de los insertos a lo largo del genoma, su baja
frecuencia de integracién en regiones repetidas y su preferencia por zonas codificantes le

convierten en un agente mutagénico idoneo.
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Por otra parte, existen una serie de limitaciones o inconvenientes que acompafian a este
método. En varios trabajos con Arabidopsis thaliana se observd que no existia cosegregacion
entre un marcador molecular y el gen causante del fenotipo mutante (Meinke et al., 1994;
Azpiroz-Leehan y Feldmann, 1997). Esto puede ser debido a diferentes causas, como
inserciones incompletas del T-DNA, inserciones del cuerpo del vector (Hermann et al., 1990;
Tinland, 1996; Kononov et al., 1997; Fu et al., 2000) o del genoma de Agrobacterium
(Peterhans et al., 1990; Svitashev y Somers, 2002). Ademas, la integracién del T-DNA en el
genoma vegetal puede provocar mutaciones secundarias a nivel génico y estructural. Estas
mutaciones pueden ser puntuales (Negruk, 1996) o eventos de translocacién y duplicacion

(Castle et al., 1993; Laufs et al., 1999; Tax y Vernon, 2001).

1.4.3 Vectores especificos para la identificacion de genes

Con el fin de aprovechar al maximo el esfuerzo que conlleva la obtencién y evaluacién de
una coleccidn de plantas transgénicas para la identificacién de mutantes insercionales, se
han desarrollado una serie de vectores especificos que aportan un valor afiadido en el

contexto de esta metodologia.

Los vectores que producen una activacion transcripcional generan mutantes en los que los
genes afectados estan sobreexpresados. Esto se consigue mediante la utilizacién de un
vector que contiene multiples copias de un promotor. El mas utilizado es el 355 CaMV, un
promotor constitutivo fuerte derivado del virus del mosaico de la coliflor (Odell et al., 1985;
Kay et al., 1987; Hayashi et al., 1992) cuya insercién en las proximidades de un gen
enddgeno aumenta el nivel de expresidn de este gen. Adicionalmente existen construcciones
a base de promotores especificos que se activan en estadios de desarrollo o tejidos
determinados (Twell et al., 1990; Weigel et al., 2000). Al igual que sucede con otro tipo de
inserciones, la integracion dentro de un gen resulta en la anulacién o alteracién de su
funcidn. La gran ventaja de este sistema es que permite la identificacion y estudio de genes

cuya anulaciéon de funcidn no resulta en un fenotipo alterado.

En tomate, Matthews y colaboradores (2003) generaron una coleccién de 10.427 lineas
transgénicas con una construccidon de activacidn transcripcional que portaba 4 copias del
intensificador 35S. En esta poblacidon se detectaron 1338 lineas con alteraciones fenotipicas,
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destacando una con érganos morados y un elevado contenido de antocianinas que mas
tarde dio lugar al descubrimiento del gen ANT1. De 1014 lineas que no dieron un fenotipo
alterado en la TO, un 10 % (103) mostraron alteraciones en su descendencia, indicando
posibles eventos de pérdida de funcidn y la relevancia que siguen teniendo los mutantes

knock-out en este tipo de experimentos.

Ademas de las ventajas y desventajas anteriormente descritas, la activacion transcripcional
tiene algunas limitaciones intrinsecas. Si hay interferencias con genes que controlan
procesos no relacionados (Riechmann y Ratcliffe, 2000) o si un promotor causa la co-
expresion de genes vecinos (Williams y Bowles, 2004) puede ser dificil establecer la relacién
entre el fenotipo observado y la funcién del gen afectado. Conviene destacar también que
los promotores pueden ejercer su efecto en ambos sentidos respecto de su lugar de
integracion y a una distancia considerable del gen alterado, hecho que puede dificultar la
identificacion del mismo (Weigel et al., 2000). Ademas, la integracion de un vector de este
tipo corriente arriba de varios genes situados en tdndem puede provocar, al menos en
teoria, la sobreexpresién de algunos de ellos, lo que va a dificultar la interpretacion de este
tipo de eventos. En todo caso, el problema mas habitual es que la excesiva sobreexpresion
de un gen puede provocar la activacion de un proceso de silenciamiento postranscripcional,
lo que conduce a un fenotipo de anulacién de funcién, es decir, el resultado contrario a lo

esperado.

Una alternativa a la activaciéon transcripcional son las trampas génicas. El sistema fue
desarrollado en Drosophila (O’Kane y Gehring, 1987) y enseguida adaptado para su uso en
plantas. A partir de construcciones que fueron disefiadas para estimar la frecuencia de
inserciones de T-DNA y que portaban uUnicamente la secuencia codificadora de un gen de
resistencia a un antibiético sin un promotor (André et al., 1986; Teeri et al., 1986), se
disefiaron vectores que incluyeron, aparte del marcador, un gen delator para la visualizacién
de la expresion mediante tincidn histoquimica (Fobert et al., 1991; Kertbundit et al., 1991;
Topping et al., 1991). La ventaja principal de esta estrategia reside en la naturaleza dual de
las trampas, ya que por un lado generan mutaciones de insercion de T-DNA y por otro
permiten estudiar el patron de expresion del gen etiquetado. Asi, no sélo se facilita el
estudio del gen afectado en base a su fenotipo, sino que también se puede inferir cudl es su

patron de expresion en funcién de la informacién que aporte el patron de expresién del
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delator. También existe la posibilidad de que no solo el gen quede etiquetado, sino que se
produzca adicionalmente una fusion traduccional entre el delator y el producto del gen

enddgeno, permitiendo su localizacidn intracelular.

En funcién de modificaciones en esta estructura bdsica se diferencian tres tipos de trampas
que se distinguen por la construccién que acompaia al gen delator. En las trampas de
intensificadores la secuencia codificadora del gen delator esta fusionada a un promotor
minimo, normalmente una caja TATA y un inicio de transcripcién. Este promotor por si solo
no puede inducir la expresién del gen delator; por tanto, necesita que se produzca la
insercién en las cercanias de un intensificador enddgeno para su activacién. Las trampas de
promotores y genes contienen un gen delator sin ningln tipo de promotor propio y su
expresion depende de la insercidén dentro de un gen y no sélo en su vecindad. Mientras las
trampas de promotores deben insertarse en uno de los exones para que se exprese el gen
delator (ya que el Unico promotor que puede activar su expresion es el del gen enddgeno),
las trampas de genes contiene un sitio aceptor de splicing justo antes de la regién estructural

del delator y, por tanto, sélo funcionan si se integran en un intrén (Springer, 2000).

Debido a estas ligeras diferencias en el disefio, se pueden obtener diferentes resultados con
los tres tipos de trampas. Gracias a la presencia de un promotor minimo, las trampas de
intensificadores suelen tener una frecuencia elevada de expresién en comparacion con las
otras dos construcciones que tienen que integrarse en un gen para su funcionamiento. Por
otro lado, debido a las largas distancias a las que son capaces de actuar los intensificadores,
la identificacion de los genes puede ser mas dificil, ya que, para que funcione la trampa, no
es necesario que el gen quede etiquetado de forma estricta. En teoria, la gran ventaja de las
trampas de promotores o genes sobre la de intensificadores no es otra mas que la etiqueta
estd estrechamente ligada al gen afectado, lo que facilita su identificacion. Comparando la
eficacia, Kertbundit y colaboradores (1991) y Topping y Lindsey (1997) revelaron que la
proporcidn de insertos que resultan en la expresion del gen delator estaba al torno al 25 %
usando una trampa de promotores, y 50 % con una trampa de intensificadores. Pese a lo
indicado, conviene resaltar que la trampa de intensificadores puede funcionar como una
trampa de genes o promotores si se inserta correctamente en un intrén o un exoén. En
definitiva, evaluando los pros y los contras, en nuestra opinion, la trampa de intensificadores

es mas versatil.
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La utilizaciéon de este tipo de trampas conlleva varias ventajas en comparacién con otros
sistemas de mutagénesis insercional. Para estudiar los efectos de un gen no es necesario que
muestre un fenotipo alterado, ya que puede ser suficiente apreciar las modificaciones sutiles
qgue solamente se manifiesten en un contexto espacial o temporal muy reducido. Esta
situacion permite ademas la observacidn de alteraciones de genes redundantes, cuyos
fenotipos por eventos de disrupcion génica serian ocultados por genes que cumplen la
misma funcién, o una funcién analoga. En la situacidon opuesta, si el gen afectado tiene una
funcidn vital, y su disrupcién o presencia en homocigosis resulta en la muerte del individuo,
el uso de delatores facilita su estudio. Por ejemplo, el gen PROLIFERA (PRL) de Arabidopsis,
que codifica una proteina de la familia MCM relacionada con la iniciacion de la replicacion de
DNA esencial durante distintos estadios de desarrollo del embridon y megagametofito, fue

identificado mediante trapping (Springer et al., 1995; 2000).

Por otra parte, la expresion del gen delator ayuda en la determinacién de las diversas
funciones de genes con efectos pleiotréopicos o que actian en diferentes estadios del
desarrollo. La posibilidad de detectar la activacidon puntual de un gen depende de Ia
sensibilidad del delator. En este sentido, conviene resaltar que es posible observar su
expresiéon hasta en unas pocas células (Lindsey et al., 1993). De esta manera se evita
descartar genes que, pese a su baja expresion, tienen efectos muy relevantes. Un ejemplo
paradigmatico es el gen OVATE, que convierte la forma redonda del fruto del tomate en
piriforme y que se expresa de forma detectable sélo en érganos generativos y por poco

tiempo (Liu et al., 2002).

En esta Tesis doctoral se ha utilizado, como en la mayoria de trabajos similares, el sistema
GUS que consiste en la interaccion de la proteina codificada por el gen bacteriano uidA con
diferentes sustratos como beta-glucuronidasa resultando en una tincién del tejido (Jefferson
et al., 1987). Su capacidad de reaccionar aun estando fusionado a otras proteinas permite no
solo su deteccidn, sino ademads su localizacidn y, a veces, una estimacién cuantitativa del
producto del gen. Sus principales inconvenientes respecto de otras alternativas serian el
elevado precio de los sustratos que son necesarios para analizar su expresion, la naturaleza
destructiva del ensayo que impide su uso en tejidos vivos y la presencia de ciertas enzimas
propias del material vegetal que pudieran dar falsos positivos por actuar de la misma forma

que el producto del gen delator. A pesar de estas desventajas, existen multiples ejemplos en
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los que el sistema GUS ha sido una herramienta de elevada utilidad para el estudio de los
genes identificados (Springer et al., 1995; Gu et al., 1998; Campisi et al., 1999; Swaminathan
et al., 2000; Chen et al., 2003; Atarés et al., 2011).

Las trampas génicas se han podido transferir al material vegetal mediante el empleo de
transposones (Fedoroff y Smith, 1993; Klimyuk et al., 1995; Sundaresan et al., 1995) y
mediante el T-DNA de Agrobacterium tumefaciens (Kertbundit et al., 1991; Topping et al.,
1991; Lindsey et al., 1993; Babiychuk et al., 1997; Campisi et al., 1999). Con esta estrategia
se han creado grandes poblaciones de plantas transgénicas de varias especies. En
Arabidopsis se han identificado genes y secuencias reguladoras de genes que intervienen en
la germinacién (Liu et al.,, 2005), la diferenciacién estructural en embriones (Topping vy
Lindsey, 1997), la formacion de raices laterales y adventicias (Smith y Fedoroff, 1995;
Malamy y Benfey, 1997), la formacién de pétalos y estambres (Nakayama et al., 2005), la
respuesta a la infeccion por nemdatodos (Barthels et al., 1997), la respuesta a estreses
abidticos (Alvarado et al., 2004) y procesos celulares durante la senescencia (He et al., 2001).
También se descubrieron promotores especificos de la embriogénesis (Topping et al., 1994),
células guarda (Plesch et al., 2000), hojas jovenes (De Greve et al., 2001) y raices (Mollier et
al., 2000). Ademas, gracias al empleo de estas trampas se han podido identificar y clonar
diferentes genes como POLARIS (Casson et al., 2002), FRUITFULL (Gu et al., 1998) y
EXORDIUM (Farrar et al., 2003).

En arroz, se han generado varias colecciones de lineas trapping (Jeon et al., 2000; Jeong et
al., 2002; Sallaud et al., 2003; Wu et al., 2003; Ryu et al., 2004; Sallaud et al., 2004; Yang et
al., 2004; Peng et al., 2005). Gracias a la disponibilidad de estas colecciones, se han
identificado y caracterizado mutantes deficientes en clorofila (Jung et al., 2003), el regulador
de desarrollo de polen RIP1 (Han et al., 2006), genes implicados en el desarrollo del tapete
(Jung et al., 2005), la produccién de ceras en las paredes de las anteras (Jung et al., 2006), la
resistencia contra Xanthomonas oryzae (Mori et al., 2007), la acumulacion de hierro (Lee et
al., 2009), el desarrollo floral (Lee et al., 2010) y varios miembros de la familia de los genes

MADS-box que influyen en la respuesta a la duracion del dia (Ryu et al., 2009).

A menor escala, se han utilizado las trampas génicas en otras especies, como por ejemplo
Lotus japdnica (Webb et al., 2000), Medicago truncatula (Scholte et al., 2002), Salvia

milthiorrhiza (Lee et al., 2008), Brachypodium distachyon (Vain et al., 2008), Brassica rapa
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(Lee et al., 2004), dlamo (Harrison et al., 2007), cebada (Zhao et al., 2006) y fresa (Oosumi et
al., 2006).

Meissner et al. (2000) fueron los primeros que combinaron la técnica de los transposones
con una trampa de promotores en tomate. En el escrutinio de las descendencias
identificaron varios mutantes y la actividad del delator en diferentes érganos como los
tejidos vasculares, frutos, raices, hojas y tallos. El primer gen caracterizado con un programa
de activation tagging en tomate fue ANT1 que es un regulador transcripcional que participa

en la sintesis, modificacidn y el transporte de antocianinas (Mathews et al., 2003).

1.5 Los estreses abidticos: sequia y salinidad

Asumiendo el reto de asegurar la alimentacion de una poblacién mundial creciente, uno de
los caracteres donde se esperan mas éxitos en la mejora genética vegetal es el de la
tolerancia a estreses abidticos. Entre ellos, el estrés hidrico y la salinidad son los mas
significativos y amenazadores. Por un lado, mas de la mitad de las tierras cultivables estan
clasificadas como aridas o susceptibles para la sequia. Por otro, se presupone que un 6 % de
toda la tierra firme estd afectada por altos contenidos en sales, representando
aproximadamente un total de 800 millones de hectareas. La mitad de esta superficie se ve
afectada por salinidad y la otra mitad por sodicidad (Munns, 2005). Para la produccién de
alimentos se utilizan unos 1700 millones de hectdreas, repartidas en 1500 millones sin riego
y otras 230 bajo riego. En base a un estudio de Oldeman y colaboradores (1991) la FAO
estimaba que un 2 % (32 millones de hectareas) de la primera categoria han sufrido una
degradacion por salinizacién secundaria y que en tierras con riego el porcentaje alcanza
alrededor del 20 % (45 millones de hectareas). Anualmente se pierden entre 1y 1,5 millones
de hectdreas cultivadas debido a esta degradacidon (Umali, 1993) y se estima que la
reduccion en la productividad corresponde a un valor de 12.000 millones de ddlares cada

ano (Ghassemi et al., 1995).

Aparte de la reduccién de ingresos, esta tendencia constituye un problema prioritario en la
agricultura y puede generar conflictos por los recursos de agua, cada vez mas necesarios
debido al crecimiento continuo de la poblacion mundial (Mittler y Blumwald, 2010). Casi un

70 % del agua extraida se gasta actualmente en la agricultura. A este dato cabe sumarle otro
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no menos impactante: en los ultimos 70 afios, la poblacion mundial se ha triplicado, pero el
uso de agua para labores agricolas se ha multiplicado por seis (Pimentel et al., 2004; UN,
2011). Con el esperado crecimiento de 7.000 millones de habitantes a 9.000 millones en
2050, la alimentacién mediante un uso de recursos en condiciones cada vez menos

favorables es un reto enorme.

La implementacién de nuevas técnicas como el riego por goteo para reducir el consumo de
agua y la acumulacién de sales o la desalinizacién de agua, que hoy en dia solamente aporta
el 1% del agua consumida, puede resolver parte del problema. La otra parte tiene que estar
basada en la obtencién de nuevas variedades con una reducida necesidad de agua y mayor
tolerancia a la salinidad (Kijne et al., 2003; Yamaguchi y Blumwald, 2005). Aunque existe la
discusion de si las respuestas de las plantas a estos estreses son realmente caracteres
complejos (Blum, 2011), en la mayoria de los casos los grandes esfuerzos para lograr
variedades tolerantes todavia no han dado los resultados esperados. Esto puede ser debido
parcialmente al hecho de que aln no se conocen muchos aspectos de las bases fisioldgicas y

genéticas de la tolerancia a estos estreses (Bartels y Sunkar, 2005; Munns y Tester, 2008).

El estrés hidrico y salino tienen algunos efectos comunes a nivel fisioldgico aunque estén
causados por factores ambientales diferentes. En ambos casos, la primera consecuencia para
la planta es el problema de absorber agua, sea debido a su ausencia o por el alto contenido
de iones que aumentan la presidon osmdtica y dificultan la absorcién de agua por la raiz.
Como reacciodn inicial, la planta acumula solutos para mantener el volumen y la turgencia
celular mediante un ajuste osmdtico que permita la absorcién de agua y el mantenimiento
de las funciones vitales (Zhu, 2002). Adicionalmente, el estrés salino presenta un segundo
efecto: la acumulaciéon de iones salinos cuyos efectos toxicos requieren mecanismos para su
compensacion (Munns, 2002).Debido a esta circunstancia, se suele dividir la respuesta al
estrés salino en dos fases. La primera consiste en una respuesta rapida al estrés osmoético,
caracterizada por un retraso en el desarrollo de nuevas hojas, y la segunda en una reaccién a
la toxicidad de los iones salinos, que causa una senescencia acelerada en las hojas viejas.
Como consecuencia, la adaptaciéon de las plantas se define por su tolerancia al estrés
osmotico y por su capacidad de excluir, compartimentar o tolerar la presencia de iones

salinos (Munns y Tester, 2008).

24



Introduccion

La mayor o menor influencia de cada uno de estos procesos sobre el nivel de tolerancia que
manifiesta una planta depende del estadio de desarrollo de la planta, su genotipo y el nivel
de estrés aplicado. En funcién de estos tres factores es posible que los efectos osmoticos
persistan durante la segunda fase, o que la toxicidad se manifieste en la primera, por
ejemplo, en los casos de plantas susceptibles a elevadas concentraciones de iones salinos
(De Costa et al., 2007, Muioz-Mayor et al., 2008). Debido a la complejidad de los
mecanismos implicados y las diferencias de funcionamiento segun los factores comentados,
se hace imprescindible estudiar estos procesos desde la mayor cantidad de abordajes
posibles: planta entera, tejidos, células, mecanismos fisioldgicos o moleculares, etc. (Munns,
2002; Borsani et al., 2003; Tester y Davenport, 2003; Munns, 2005; Munns y Tester, 2008).
Ademas, esta complejidad tiene como consecuencia la necesidad de estudiar este proceso
desde diferentes puntos de vista y con disefios experimentales variados. De esa forma se
podrd mejorar el conocimiento sobre los mecanismos que hacen que una planta sea
tolerante o sensible a un estrés y, como consecuencia, se podran establecer estrategias para

su mejora.

En este trabajo se ha utilizado una coleccién de lineas T-DNA de tomate y de una especie
silvestre relacionada (Solanum pennellii) para identificar mutantes afectados en su nivel de
tolerancia a estreses abidticos como la sequia y la salinidad. Para ello, se han realizado tanto
evaluaciones in vitro (en condiciones axénicas) como evaluaciones in vivo (en invernadero).
Aunque un escrutinio in vivo tiene la ventaja de ofrecer unas condiciones mas similares a las
que las plantas se enfrentan normalmente, esta aproximacién conlleva varias desventajas.
Aparte de elevados requerimientos con respecto a espacio y tiempo de evaluacién, la
variabilidad de las condiciones ambientales reduce la reproducibilidad de los experimentos.
En un invernadero se puede controlar el suministro de agua y ofrecer un sustrato mds o
menos homogéneo para el cultivo, pero la intensidad de iluminacién y la temperatura, asi
como otros factores climatoldgicos con un efecto importante suelen tener cierta variabilidad
que no se puede controlar (Foolad, 2004; Cuartero et al., 2010). En cambio, los ensayos in
vitro ofrecen condiciones donde todos estos factores son controlables y reproducibles. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que el ambiente que se crea in vitro puede causar ciertos
artefactos o modificar la respuesta. Un ejemplo es la influencia que puede tener la alta
humedad ambiental que hay en los recipientes de cultivo in vitro. Esta caracteristica puede

reducir la transpiracion de la planta evaluada y, como consecuencia, influir en su capacidad
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de absorcion de agua y sales minerales presentes en el medio de cultivo. Ademas, en casos
extremos, podrian aparecer sintomas de hiperhidratacion que alteren la respuesta del
material vegetal a la presencia de un estrés abidtico (Mgller y Tester, 2007; Pineda et al.,
2012). A pesar de estos inconvenientes, hay multiples ejemplos de evaluaciones en cultivo in
vitro cuyos resultados han sido corroborados en experimentos in vivo (Pérez-Alfocea et al.,
1994; Cano et al., 1996; Rus et al., 1999). Por tanto, las ventajas de esta metodologia en
comparacidn con ensayos in vivo la convierten en la mas adecuada para un escrutinio inicial
en el que se buscan lineas con un comportamiento frente al estrés significativamente

diferente del que tiene el material de partida.

Una cuestién clave en este contexto es la seleccidon del tipo de material vegetal con el que se
llevan a cabo los experimentos. La respuesta al estrés salino e hidrico suele depender del
estadio de desarrollo y, tanto en tomate como en especies silvestres relacionadas, se ha
visto que la tolerancia en un estadio del desarrollo no estd necesariamente relacionada con
la observada en otros (Shannon et al.,, 1987; Foolad y Lin, 1997; Cuartero y Fernandez-
Mufios, 1998). En trabajos anteriores de nuestro grupo se han realizado evaluaciones de la
tolerancia a la salinidad empleando el cultivo de callos desorganizados en presencia de sal
(Cano et al., 1996; Rus et al., 2000). Sin embargo, esta estrategia, que puede aportar
informacién sobre la capacidad de crecimiento y divisién celular en presencia de estrés
salino, no permitiria identificar alteraciones en caracteres importantes en la respuesta a
nivel de planta entera (p.ej. absorcidon de sales minerales, transporte floematico, etc.). Por
tanto, la alternativa de utilizar el cultivo in vitro de apices (Cano et al., 1998) como estrategia
para la evaluacion de una coleccién de lineas mutagenizadas parece la mas adecuada. En
comparacidon con la utilizacion de tejidos desorganizados, este método permite la
observacion de posibles efectos sobre la formacion y el crecimiento de las raices, la
elongacion del tallo y el desarrollo de las hojas, lo cual puede dar lugar a descubrimientos

con respecto a la absorcion, el transporte y la acumulacion de iones en estos érganos.

Por otra parte, un aspecto de gran importancia en este contexto es la eleccion del
tratamiento salino para detectar posibles lineas mutantes. En esta eleccidn hay que tener en
cuenta, fundamentalmente, dos factores: la concentracion de agente selectivo y el momento
de aplicacién del estrés. Se debe definir, en base a experimentos preliminares con plantas
testigo, una concentracidon adecuada para crear condiciones estresantes que no tengan un

efecto demasiado grave, es decir, que provoquen sintomas evidentes respecto de la
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ausencia de estrés pero que permitan a la planta mantenerse con vida todo el experimento.
De esta forma se pueden identificar tanto mutantes con mayor nivel de tolerancia al estrés
como, lo que es mas probable, mutantes hipersensibles. Ademas, para evitar, en la medida
de lo posible, que se activen los mecanismos de adaptacién de las plantas a estos tipos de
estrés, se ha decidido realizar el tratamiento de forma directa y mantenida durante todo el
tiempo que dura el experimento. Aunque la aplicacién inmediata de la concentracién
maxima puede acarrear ciertas desventajas, por ejemplo, la plasmélisis de las células de la
raiz causada por el cambio drastico del nivel osmdtico (Munns, 2002), las ventajas son mas
importantes, ya que la aplicaciéon paulatina del tratamiento estresante aumentaria en gran
medida la dificultad metodolégica del escrutinio y, sobre todo, activar mecanismos de

adaptacion (Freytag et al., 1990; Jain et al., 1990; Winicov, 1996; Lutts et al., 1998).

1.5.1 Respuestas al estrés osmotico

La respuesta instantanea de la planta al estrés hidrico es una reduccién del crecimiento
vegetativo que afecta mas a la parte aérea que a la radicular (Sharp et al., 1988; Munns,
2002). La detencion del desarrollo de tallos y hojas no solo reduce la superficie
transpiratoria, sino que facilita adicionalmente, como efecto secundario, la acumulacién de
solutos solubles, una respuesta en relacidon con el ajuste osmético (Osorio et al., 1998).
Mientras los érganos epigeos exhiben una clara reduccién a partir de niveles moderados de
estrés, el efecto sobre la raiz es mas leve, probablemente por un mecanismo de adaptacién

para acceder a depdsitos de agua a mayor profundidad (Chaves et al., 2002; Bartels, 2005).

Con respecto a la fase reproductiva, se ha observado tanto un adelanto de la floracién (Levy
y Dean, 1998) como un retraso (Blum, 1996). De elevada relevancia agronémica es la

reduccion en tamafio, numero y peso de frutos y semillas, puesto que son el producto final.

La raiz, como primer detector del estrés hidrico, tiene un papel clave en las reacciones frente
a la carencia de agua. El acido abscisico (ABA) metabolizado en la raices es el regulador
principal encargado del cierre de estomas y la reduccion de la fotosintesis, mecanismos que

tienden a reducir el consumo de agua (Schachtmann y Goodger, 2008; Chaves et al., 2009).

Mientras estas estrategias solamente sirven para reducir el consumo de agua, existen otros

mecanismos de defensa para mitigar los dafios provocados por el estrés hidrico. La
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activacién del sistema respiratorio con su funcion de romper compuestos complejos en
moléculas mas sencillas, tiene la finalidad de generar energia para varios procesos (Haupt-
Herting et al., 2001). Uno de ellos es la produccién de moléculas que tratan de contrarrestar
las especies de oxigeno activo a fin de proteger a la célula de estas sustancias altamente
reactivas (Apel y Hirt, 2004). Otro mecanismo para reducir los efectos del estrés hidrico es el

ajuste osmatico.

Bajo este término se entiende un mecanismo de proteccidn de las células que se basa en la
acumulacién activa de solutos durante el transcurso del déficit hidrico (Blum, 1988). Si la
reducida absorcion de agua resulta en la concentracién de solutos de forma pasiva, el ajuste
osmoético es una reaccion coordinada que procura metabolizar solutos que no perjudican a
las estructuras celulares ni la composicion o el funcionamiento de las enzimas. Estas
sustancias, que se denominan solutos compatibles u osmolitos, pertenecen a diferentes

clases de moléculas como los acidos organicos, azucares, polioles o aminoacidos.

Ejemplos de los acidos orgdnicos son el malato, relacionado con la osmorregulacion y el
cierre de estomas (Morgan, 1984; Schroeder et al., 2001) y el oxalato, que es el principal
osmolito orgdnico en la familia de los Chenopodiaceae, que contiene varias especies

halofitas como, por ejemplo, distintos miembros del genero Atriplex (Osmond, 1976).

La funcién de los azucares, como fructosa y sacarosa, en la respuesta al estrés osmodtico no
solo es la de un osmolito que reduce el potencial osmdtico. Su acumulacion también asegura
la disponibilidad de carbohidratos que se dejan metabolizar facilmente y que pueden servir

como fuente de energia para otros mecanismos de defensa (Hare et al., 1998).

En la respuesta al estrés hidrico, los polioles tienen una doble funcion. Por un lado, actdan
como osmolitos y facilitan la retencion de agua en el citoplasma; por otro, son
osmoprotectores que protegen las estructuras y funciones celulares contra los efectos
daninos del estrés hidrico, como por ejemplo, la acumulacién de especies de oxigeno activas
(Bohnert et al., 1995). Estos mecanismos estan descritos tanto para polioles lineales (manitol

o sorbitol) como ciclicos (inositol o pinitol) (Nuccio et al., 1999; Streeter et al., 2001).

Dentro del grupo de los aminodcidos y sus funciones en condiciones de estrés abidtico, la
prolina es la mas estudiada. Aun asi, seguimos sin saber si su acumulacién es una respuesta a
estas condiciones adversas o meramente un producto de las mismas (Ashraf y Foolad, 2007).

Al margen de esta controversia, se ha demostrado una relacion entre estrés osmotico y su
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concentracion en varias especies como maiz (Ober y Sharp, 1994), arroz (Hsu et al., 2003),
trigo (Nayyar y Walia, 2003) y tomate (Tal et al., 1979; Balibrea et al., 1997; Santa-Cruz et al.,
1999; Claussen, 2005). Aparte de su participacion en el ajuste osmético en el citoplasma, se
le han asignado funciones como estabilizar enzimas y membranas, "cazar" o secuestrar
radicales libres, moderar el potencial de reduccién y actuar como agente reductor para la
recuperaciéon del metabolismo después de situaciones de estrés (Ashraf y Foolad, 2007).
Adicionalmente existen genes relacionados con el estrés salino cuyos promotores contienen

elementos que responden a la presencia de prolina (Satoh et al., 2002).

A nivel genético se pueden diferenciar dos clases de genes que participan en la respuesta al
estrés osmotico. El primer grupo incluye genes que codifican proteinas estructurales,
proteinas con funciones anti-oxidativas, aquaporinas y proteinas de la familia LEA (/ate
embryogenesis abundant proteins) (Bailly et al., 2001; Breton et al., 2003; Wang et al., 2006;
Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2007). En el segundo grupo se encuentran genes
relacionados con factores de activacion de transcripcién y quinasas de proteinas. Muchas de
ellas pertenecen a las familias bZIP, WRKY, MYB o AP2/EREBP y tienen un papel clave en la
respuesta a la sequia (Abe et al., 1997; Finkelstein y Lynch, 2000; Bray et al., 2004; Mare et
al., 2004; Song et al., 2005). Es previsible que los avances continuos en genética molecular y
transformacién genética permitan ampliar los conocimientos de las implicaciones

metabdlicas que conlleva la acumulacidon de osmolitos en plantas (Lugan et al., 2010).

Con respecto al gasto energético, una forma mas econdmica de disminuir los efectos
adversos del estrés hidrico es la acumulacidn de iones salinos procedentes del sustrato.
Raven (1985) estimd que la acumulacién de Na* en hojas conlleva un coste energético de 3,5
unidades de ATP, mientras que la sintesis de prolina requiere 41 y la de sacarosa 52
unidades. Frente a este ahorro hay que considerar los efectos toxicos de los iones salinos en
el citoplasma y el alto grado de coordinacion requerido para su transporte desde el
apoplasto a la vacuola a través de la vesiculaciéon de la membrana o mediante un proceso
citolégico que yuxtapone la membrana del plasma al tonoplasto (Blumwald et al., 2000,

Hasegawa et al., 2000).
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1.5.2 Respuesta al estrés ionico

El segundo efecto desfavorable causado por salinidad es la acumulacién de iones salinos,
que alteran no solo la homeostasis de Na*y CI, sino también de K* y ca* (Hasegawa et al.,
2000; Rodriguez-Navarro, 2000). Una primera reaccion a la presencia de elevadas
concentraciones de sal es la reduccién del crecimiento tanto de las raices (Rodriguez et al.,
1997) como de las hojas (Munns, 2002). En tomate, el estrés salino puede reducir la biomasa
de la parte aérea entre el 50 y 60%, y el area fotosintética entre el 20 y 25%, debido a una
reduccion del tamaino de las hojas y un retraso en su formacién. Sin embargo las raices no
muestran estos efectos (Albacete et al., 2008), al menos aparentemente. En otros cultivos
también se ha observado que la interrupcion del crecimiento radicular es transitoria y que se

recupera relativamente rapido (Rodriguez et al., 1997; Hsiao y Xu, 2000).

Aunque las raices tienen mecanismos para excluir la mayoria del Na* y CI” disueltos en la
solucién del suelo, estos iones se acumulan gradualmente en las hojas. Suponiendo que las
plantas transpiran unas 50 veces mas agua de la que retienen, las primeras hojas donde se
pueden observar los efectos tdxicos debido a una concentracidon elevada son las mas viejas
(Wolf et al., 1990; Colmer et al., 1995). Los sintomas asociados a este proceso son el

amarilleamiento de las hojas y una senescencia precoz (Munns, 2002).

Los efectos adversos también se manifiestan en los drganos reproductivos disminuyendo la
cantidad de semillas (Khatun y Flowers, 1995). Mientras concentraciones moderadas de sal
en tomate solamente afectan el tamano de los frutos, concentraciones mas elevadas

reducen adicionalmente el numero de flores (Cuartero y Fernandez-Mufioz, 1998).

A nivel celular el efecto téxico inmediato de los iones salinos se manifiesta de dos maneras
diferentes. Si el transporte de Na* y CI” a la vacuola deja de funcionar de forma correcta, su
acumulacién en el citoplasma sucede mas rapido debido a su menor volumen y resulta en la
inactivacion de enzimas asi como en la paralizacion de funciones vitales (Amtmann y
Sanders, 1998). Esta inhibicion suele ocurrir a partir de 100 mM de NaCl y parece ser que
este mecanismo de compartimentacion es la diferencia principal entre las especies sensibles

y las tolerantes a la sal (Munns, 2002; Yokoi et al., 2002).

El segundo sitio donde los iones salinos causan dafios son las paredes celulares. El aumento

de la concentracién en este organulo resulta en la deshidratacion y contraccidn de la célula,
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lo cual puede conducir a la muerte de la misma. Justamente esta acumulacién en el
apoplasto es la causa de la pérdida de turgencia de las hojas que se puede observar en
muchas especies vegetales, entre ellas el tomate (Neumann et al., 1988; Flowers et al., 1991,

Romero-Aranda et al., 2006).

Aparte de estos efectos directos existe una competencia entre el Na* y otros cationes como
K"y Ca’*. Mientras para la mayoria de las plantas el Na* no es esencial, el potasio y el calcio
tienen funciones importantes en el metabolismo (Grattan y Grieve, 1998; Blumwald, 2000).
En condiciones de alta disponibilidad de Na* su presencia puede inhibir la absorcién por las
raices, competir por el transporte dentro de la planta, las células, o sitios de unién, y alterar

por lo tanto la relacidn entre estos minerales.

El calcio tiene funciones esenciales a la hora de mantener la integridad estructural y
funcional de membranas, estabilizar las paredes celulares, controlar el funcionamiento de
enzimas y regular la selectividad y el transporte de iones. Los sintomas de deficiencia suelen
manifestarse primero en los érganos en desarrollo que compiten por este nutriente y donde
una baja tasa de transpiracién de agua reduce su disponibilidad. En tomate, una fisiopatia
causada por la reduccidn de la absorcién y del transporte del calcio es la podredumbre apical

que se caracteriza por la necrosis de la parte distal de los frutos (Ho et al., 1993).

La deficiencia de K causada por altos niveles de Na* puede resultar en una reduccién del
crecimiento y de la produccién en varios cultivos, entre ellos el tomate (Lopez y Satti, 1996;
Song vy Fujiyama, 1996). Estos sintomas pueden estar provocados por la unién directa a los
sitios de inhibicién o, de manera indirecta, por el desplazamiento de K* de los lugares de
activacion (Serrano, 1996). Como consecuencia de esta competitividad entre los dos iones, la
relacidn entre ellos en el citosol parece ser un factor critico para evaluar la toxicidad del Na“,

mas que su mera concentracion (Cuin et al., 2003).

Esta competencia entre Na’ y K se refleja también en las multiples relaciones existentes
entre los varios transportadores en los organulos de las plantas cuya coordinacion es
esencial para mantener la homeostasis. ldentificados inicialmente como transportadores de
potasio, los miembros de la familia HKT estan igualmente involucrados en la absorcién y
distribucion de iones Na® (Rodriguez-Navarro y Rubio, 2006). En tomate fue posible
identificar dos genes, asociados a un QTL que tiene una gran relevancia en la homeostasis de

estos dos iones (Asins et al., 2013).
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Otro grupo de transportadores que participan como antiportadores en el transporte de K y
Na® en el tonoplasto y la membrana plasmatica pertenecen a la familia NHX (Pardo et al.,
2006). El primero se identific6 como antiportador vacuolar Na'/H® en Saccharomyces
cerevisae (Nass et al., 1997), pero en base a su secuencia fue posible aislar un homodlogo en
Arabidopsis thaliana que se denominé AtNHX1 (Apse et al., 1999). Segun Zhang y Blumwald
(2001) las plantas de tomate que sobreexpresan el gen AtNHX1 acumulan la sal solamente
en las hojas y no en los frutos. Conviene comentar, no obstante, que estas observaciones
fueron cuestionadas por otros grupos de trabajo (Flowers, 2004; Munns, 2005; Pineda,
2005). En tomate se identificé un transportador parecido y se descubrié que el nivel de
expresion de varias isoformas de la secuencia codificadora del gen en presencia de sal en S.
pimpinellifolium es mas elevado que en un cultivar de tomate sensible, mientras que en
ausencia de estrés no se detectaron diferencias significativas (Venema et al., 2003; Galvez et

al., 2012).

Del mismo origen, Saccharomyces cerevisae, pero con una funcidon contraria a AtNHX1, la
reduccion de la acumulacién de Na* en las hojas, se identificd otro grupo de genes
implicados en la tolerancia al estrés salino que se denominaron HAL (Gaxiola et al., 1992).
Dentro de la familia, HAL1 es el mas estudiado y fue posible transferirlo a cultivos como
meldn (Bordas et al., 1997), tomate (Gisbert et al., 2000) y sandia (Ellul et al., 2003). En estos
estudios se revelé que el gen HALI aumenta la tolerancia tanto en callos como en plantas
cultivadas a distintos niveles salinos y que su forma de actuar es parecida a la que
previamente se habia observado en levadura (Serrano, 1996). La reducida acumulacién de
Na® en las hojas esta relacionada con una elevada sintesis y almacenamiento de solutos
organicos en las hojas. Esta forma de mantener el balance osmédtico es una forma
energéticamente costosa, pero resulté en tomate en una menor pérdida de peso de fruto en
presencia de NaCl (Rus et al., 2001; Mufioz-Mayor et al., 2008). Se demostrd adicionalmente
que otro gen de la familia, HAL2, tiene un efecto positivo a la tolerancia al estrés salino en

tomate (Arrillaga et al., 1998).

En la membrana plasmatica se identificd SOS1, un transportador especifico de Na®*, que tiene
diferentes funciones. Mientras a niveles moderados de estrés salino, este transportador
parece participar en la carga de Na® para transportarlo a la parte aérea y almacenarlo en el
mesofilo, en presencia de altas concentraciones recupera Na® desde el xilema de raices

adultas y restringe su absorcion (Shi et al., 2002). Plantas que sobreexpresaban SOS1 vy
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fueron sometidas al estrés salino acumulaban menos Na* en el xilema y en la parte aérea, lo
cual indica que ambos procesos posiblemente ayudan a limitar la acumulacién en estos
tejidos (Shi et al., 2003). Estos resultados se confirmaron también en tomate con SISOS1, el
gen ortdlogo de AtSOS1 (Olias et al., 2009a) La expresion de SOS1 estd bajo control del
complejo SOS2-SOS3 que se activa por sefiales transmitidas por calcio (Chinnusamy et al.,
2005; Pineda, 2005). SOS3 percibe esta sefial y activa la proteina serin/treonina kinasa SOS2
que fosforila al antiportador SOS1 (Halfter et al., 2000). Aparte de esta interaccidon entre
proteinas, SOS2 inicia el antiportador NA'/H" en el tonoplasto que secuestra Na* en la
vacuola (Shi et al., 2000; Qiu et al., 2002; Quintero et al., 2002;). Adicionalmente SOS2 regula

la entrada de Na* en el citosol a través del transportador HKT1 (Rus et al., 2001).

Aparte de los genes relacionados con los diferentes transportadores, se identificaron varios
reguladores que controlan a nivel transcripcional la respuesta al estrés abiético. En tomate
se describieron las funciones de TERF1 que, aparte del etileno, responde al ABA en
condiciones de sequia (Zhang et al., 2005); LebZIP2, que se expresé de forma intensificada
en condiciones salinas (Seong et al., 2008); y AIM1 que esta inducido por patdgenos, estrés
oxidativo y salino (AbuQamar et al., 2009). En otros miembros de la familia la
sobreexpresién de JERF3 (Wu et al., 2003) y StEREBP1 (Lee et al., 2007), ambos factores de
transcripcién activados por etileno, resultaron en una elevada tolerancia de varios estreses,

entre ellos la sequia y la salinidad.

Resumiendo, se puede concluir que la tolerancia a los estreses hidrico y salino son caracteres
complejos donde interactian multitud de caracteres y mecanismos. Como suelen ser
poligénicos e influidos por el ambiente, su manifestacion depende del estado de desarrollo
de la planta y el nivel de estrés (Cuartero et al., 2010). Otra consecuencia de este hecho es
su baja heredabilidad y la dificultad de identificar todos los procesos involucrados. A pesar
dede esta complejidad se puede concluir que la minimizacidon de la entrada de NaCl y el
mantenimiento de la concentracidon de iones salinos en el citoplasma a niveles bajos son
esenciales para una elevada tolerancia (Munns, 2002). Para conseguir esto, la absorcion por
la raiz, la carga en el xilema, la localizacién de iones salinos en algunas partes concretas,
como las hojas adultas, y la secrecién por la hoja son pasos claves (Tester y Davenport,
2003). Segun estos autores, las plantas haldfitas son mas eficaces en controlar estos
procesos, de forma que a bajas concentraciones de sal la acumulacion de NaCl es mayor que

en glicofitas mientras que a altos niveles se reduce esta tasa y aumenta la discrepancia con
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la concentracidon del medio. Esta estrategia es, justamente, la que aplican las especies
silvestres de tomate que exhiben elevados niveles de tolerancia a la salinidad (Santa-Cruz et

al., 1999).

1.6 Programa de mutagénesis insercional en S. pennellii

Esta tesis se enmarca dentro de otros trabajos de nuestro grupo en los que se esta aplicando
la mutagénesis insercional en las especies silvestres relacionadas con el tomate (Atarés et
al., 2011). Este aprovechamiento de los recursos fitogenéticos relacionados con especies de
interés agronémico puede ser de gran utilidad en la blisqueda de genes que permitan la

mejora biotecnolégica de caracteres como la tolerancia a la sequia y a la salinidad.

C.M. Rick no sélo fue el primero que identificd, en base a sus observaciones en los habitats
originales, el valor de las especies silvestres como S. pennellii para la mejora del tomate
(Rick, 1973). También fue el primero que abordé la introduccién de alelos que confieren
mayor tolerancia a la sequia en tomate a través de cruces interespecificos con S. pennellii
(Rick 1969, 1982). Con respecto a la salinidad, en 1978 se publicaron los primeros trabajos
para estudiar la tolerancia de S. pennellii utilizando tanto plantas enteras como el cultivo de
callos como aproximaciones metodolégicas para su evaluacién (Dehany Tal, 1978; Tal et al.,

1978).

Tras estudios recientes se ha comprobado que las caracteristicas de las diferentes
accesiones varian en funcién de las condiciones ambientales del ecosistema donde se han
establecido, lo cual ha provocado la formacién de poblaciones aisladas vy, por consiguiente,
con distintos niveles de tolerancia a estrés de tipo abidtico (Chetelat y Ji, 2006; Albrecht et
al., 2009; Nakazato et al., 2010). El descubrimiento de la elevada tolerancia a sequia y altos
niveles de sal de la accesiéon LA716 convirtid este material en el mas utilizado para los
estudios relacionados con estas caracteristicas (Jones, 1986). Sin embargo, conviene
destacar que algunas de sus caracteristicas, entre ellas su crecimiento extremamente lento,
dificultan su aprovechamiento para programas de mejora (Foolad, 2007). Posteriormente,
tras estudios tanto in vitro como in vivo, se descubridé que otras accesiones, como “Atico”

(Shalata y Tal, 1998; Shalata et al., 2001; Mittova et al., 2004) y PE47 (Bolarin et al., 1991;
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Alarcén et al., 1993; Cano et al., 1996, 1998; Santa-Cruz et al., 1999) poseen un elevado

grado de tolerancia.

En trabajos previos, Jones y colaboradores realizaron cruces de la accesién LA716 con una
linea de tomate sensible a la salinidad y fueron capaces de identificar en la descendencia
varios QTL’s provenientes de la especie silvestre con efectos significativos en la tolerancia al
estrés salino durante la germinacién (Foolad y Jones, 1993; Foolad et al., 1997). El grupo de
Eshed empled un método mas sofisticado: a partir de los afios 90 desarrollé una poblacién
de lineas de introgresién de LA716 que representa la totalidad de su genoma segmentado en
lineas hermanas de un cultivar de tomate (Eshed et al., 1992, 1995). En base a esta coleccién
fue posible identificar 2975 QTLs que, entre otros caracteres, afectan la morfologia, el
metabolismo y la produccién de biomasa (Lippmann et al., 2007; Kamenetzky et al., 2010).
Partiendo de estos QTLs se clonaron FW2.2, un gen implicado en el tamafio de fruto, y Brix9-
2-5, que aumenta el contenido de azucares en frutos (Frary et al., 2000; Fridman et al.,
2000). Con el fin de identificar QTLs relacionados con la sintesis de antioxidantes, Rousseaux
y colaboradores (2005) encontraron 20 QTLs, algunos con efectos sobre el contenido del
acido ascorbico y sustancias fendlicas. En un estudio con un enfoque mas amplio fue posible
hallar 889 loci relacionados con el metabolismo de frutos y otros 326 que alteran la
produccién de frutos (Schauer et al., 2006). Esta coleccidon también facilité la identificacion
de 125 QTLs relacionados con la produccién de sustancias antioxidantes. Al respecto,
conviene resaltar que, entre estos 125 QTLs, 42 se detectaron solo en condiciones salinas, lo
que sugiere que cumplen alguna funcién en la tolerancia frente a este estrés (Frary et al.,
2010, 2011). Con el mismo objetivo, Li y colaboradores (2011) encontraron 4 QTLs que
influian en la tolerancia al estrés salino en estadio de plantula. Por ultimo, el avance mas
significativo en esta especie ha sido la reciente secuenciacién del genoma completo de S.

pennellii (Bolger et al., 2014).

Tal y como se ha descrito con anterioridad, la tolerancia a los estreses hidrico y salino se
puede basar en adaptaciones y respuestas a distintos niveles. A nivel morfoldgico se hizo la
observacion sorprendente de que S. pennellii presenta un elevado nimero de estomas en el
haz, lo que le permite aprovechar una de las fuentes principales de humedad en las regiones
aridas de los Andes: las nieblas que se forman cuando el aire humedo del mar sube por las
laderas de dichas montafias (Rick, 1973). Aparte de esta particularidad, las hojas muestran

una tipologia suculenta que se caracteriza por una composicion especialmente adaptada de
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la cuticula (Bolger et al., 2014; Foolad, 2007;). Esta adaptacidon contribuye a una mayor
eficiencia en el uso del agua, lo cual se refleja en una mayor produccion de biomasa por
unidad de agua consumida en comparacién con el tomate cultivado en condiciones de estrés
hidrico (Martin y Thorstenson, 1988). Al comparar el crecimiento en condiciones salinas
entre la especie silvestre y cultivares de tomate, S. pennellii fue capaz de mantener mejor su
crecimiento vegetativo con respecto al nimero de hojas y masa radicular, mientras la masa
foliar se redujo (Cano et al., 1998; Frary et al., 2010). Uno de los mecanismos que contribuye
a esto, es la capacidad de evitar la deshidratacién que se observé tanto a nivel de planta

entera como en estudios realizados con callos (Rus et al., 1999, 2000).

Otras adaptaciones relacionadas con la mayor tolerancia frente a estreses abidticos de S.
pennellii son la absorcién de iones inorganicos del suelo y su compartimentaciéon en las
células (Tal y Shannon, 1983; Bolarin et al., 1991; Pérez-Alfocea et al., 1994). Aunque en
condiciones salinas también aumenta la absorcién de Na® como sustancia osmética, y
posiblemente también como sustituto de K* en algunas de sus funciones, esto no tiene
efectos tan negativos en lo que respecta a la disponibilidad de ca®, Ko Mg2+ como en el
tomate cultivado (Phills et al., 1979; Bolarin et al., 1995; Tahal et al., 2000). Adicionalmente
a la sustitucion de K* por Na*, existen mecanismos en las especies silvestres de tomate que
controlan la distribucién de ambos iones dentro de la planta, de tal manera que el K* se
transporta a las hojas jévenes, mientras que el Na* se acumula en las hojas viejas (Shannon

et al., 1987; Bolarin et al., 1991; Tahal et al., 2000).

La formacidon de especies reactivas de oxigeno es otra consecuencia negativa del estrés
salino, por lo cual la acumulacidn de antioxidantes para reducir los dafios causados por estas
sustancias tiene una funcién clave en la tolerancia. Mientras en condiciones normales de
cultivo el tomate presenta un mayor contenido de antioxidantes que S. pennellii, en
condiciones salinas la especie silvestre aumenta su sintesis de manera mds drastica, un
cambio que se observd sobre todo en las enzimas antioxidantes (Frary et al., 2010). Varios
estudios demostraron las diferencias en la respuesta al estrés salino entre el tomate
cultivado y especies silvestres relacionadas. S. pennellii aumenta la acumulacién de
peroxidasas, superoxido dismutasas y ascorbato peroxidasas en reaccidén a elevados niveles
de sal tanto en el citoplasma y los cloroplastos de las hojas (Shalata y Tal, 1998; Mittova et
al., 2002a; Koca et al., 2006) como en los plastidios, mitocondrias y peroxisomas de raices

(Mittova et al., 2002b, 2004; Shalata et al., 2001).
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Al analizar el nivel de expresién de los primeros genes de tomate relacionados con la
respuesta al estrés hidrico (e inducidos por el acido abscisico) se vio como su expresion
permanecia mas tiempo activa en plantas de S. pennellii que en plantas de tomate. Sin
embargo, no se pudo establecer una relacién clara entre su transcripcion y la elevada
tolerancia de las silvestres (Cohen et al., 1991; Plant et al., 1991; Kahn et al., 1993). La mejor
adaptaciéon de las especies silvestres a condiciones adversas podria deberse a factores
adicionales como polimorfismos alélicos que se perdieron durante la domesticacion (Asins et

al., 2013; Maron et al., 2013; Mickelbart et al., 2015;).

Por otra parte, Bolger y colaboradores (2014), ademds de publicar la secuencia del genoma
de S. pennellii, examinaron la base genética de la elevada tolerancia a estreses abidticos
caracteristica de esta especie silvestre. Al analizar la secuencia de 100 genes candidatos, que
segun los autores estan relacionados con el estrés hidrico o salino, la mitad de ellos, aunque
no mostraban diferencias significativas en la estructura de las proteinas cuando se compara
con las de tomate, si presentan un alto grado de polimorfismo en la regiéon promotora, lo
cual provoca variaciones en sus niveles de expresion. A partir de estos resultados es
importante remarcar la importancia que pueden tener las regiones promotoras en este
caracter y como esto nos puede ayudar a mejorar la comprension de las respuestas a los
estreses abidticos. Por otra parte, Mickelbart y colaboradores (2015) comprobaron que,
ademas de las variaciones en las regiones promotoras, las variaciones alélicas en secuencias
codificantes, el nimero de copias de un gen y los cambios en su funcién durante la
domesticacidn son claves para entender la biodiversidad y la adaptacién a diferentes
estreses ambientales. A la vez que estos resultados demuestran la complejidad del caracter,
también abren nuevas posibilidades para avanzar en su mejora. Ademas, en este contexto el
estudio de la base molecular de la elevada tolerancia de las especies silvestres adquiere una
mayor importancia. Al identificar un gen clave en la respuesta a estos estreses en S. pennellii
habria que estudiar, no sélo si existen diferencias en la secuencia de la regién codificadora
sino qué efecto tienen las diferentes regiones promotoras en la expresion de ese gen

comparando con su homodlogo en tomate.

Como se ha visto en esta introduccion, existen conocimientos amplios sobre el tomate, sus
especies silvestres, las diversas consecuencias de la sequia o salinidad y los mecanismos
relacionados con la tolerancia frente a los efectos negativos asociados tanto a nivel de

planta, tejidos, células o moléculas. Aun asi, no se ha conseguido mejorar notablemente
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estos caracteres o hacer uso de las adaptaciones presentes en los recursos fitogenéticos
mediante la mejora clasica. Por lo tanto hay que esperar que los objetivos planteados y los
métodos aplicados en esta tesis puedan aportar nuevos conocimientos o técnicas para

ayudar a avanzar en este gran reto.
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2 Objetivos

Con la finalidad de identificar genes que determinan la tolerancia a la salinidad o controlan
diversos caracteres del desarrollo, en nuestro laboratorio se esta realizando en cooperacién
con los grupos de la Dra. Bolarin (CEBAS-Murcia) y del Dr. Lozano (Universidad de Almeria)
un programa de mutagénesis insercional en tomate y especies silvestres. En relacién con
este objetivo se han generado diversas colecciones de lineas T-DNA con una trampa de
intensificadores en dos variedades de tomate (Money Maker y P73) y en accesiones de
especies silvestres relacionadas como S. pimpinellifolium, S. galapagense y S. pennellii. El
escrutinio de estas lineas T-DNA ha permitido detectar mutantes alterados en caracteres del
desarrollo y en la respuesta al estrés salino que pueden mejorar la comprension de la base

genética de estos caracteres relevantes a nivel agronémico.

La obtencién y el anadlisis fenotipico de mutantes como sus (succulent stamens), con
alteraciones en el desarrollo de pétalos y estambres (Pérez-Martin et al., 2013, Pérez-Martin
et al., en prep.), sog-698 (sodium gatherer), que se caracteriza por exhibir una mayor clorosis
foliar y sintomas de hiperhidratacién debido a una elevada absorcion de agua y cambios en
la transpiracién y la conductancia estomatica (Garrido, 2009; Pineda et al., 2011; Egea et al.,
2014), o res (restored cell structure by salinity), que exhibe sintomas de clorosis en
condiciones normales y restaura el fenotipo silvestre tras el tratamiento con NaCl (Garcia-
Abellan et al., 2015) constituyen los primeros pasos en la comprensién de la funcién de estos
genes. Asi mismo, la identificacion y clonacion de genes como ALQ/TAGL1
(ARLEQUIN/TOMATO AGAMOUS-LIKE1), cuyo caracter mas relevante es la conversion
homedtica de los sépalos en érganos analogos a un fruto (Giménez-Caminero et al. 2010;
Pineda et al.,, 2010; Antén, 2012), ENO (EXCESSIVE NUMBER OF FLORAL ORGANS), un
mutante recesivo que desarrolla frutos acostillados de enorme tamafio (Angarita, 2009;
Fernandez-Lozano et al., 2015), o ARS1 (ALTERED RESPONSE TO SALINITY1) que responde a
la aplicacién de sal con sintomas de clorosis y una senescencia prematura (Campos et al.,
2015), demuestra la utilidad de la mutagénesis insercional como herramienta para la

identificacidon de genes relevantes.
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En este marco general, los objetivos planteados para la presente Tesis Doctoral han sido los

siguientes:

1. Generacion de una coleccion de lineas T-DNA de Solanum pennellii con una

trampa de intensificadores.

2. Desarrollo de nuevos métodos in vitro e in vivo para la deteccién de mutantes
alterados en la respuesta al estrés salino dentro de la coleccién de lineas T-DNA

de S. pennellii.

3. Escrutinio de la coleccion de lineas T-DNA de S. pennellii en condiciones de estrés

salino con los métodos disehados.

4. Evaluacion en condiciones de estrés salino de algunas lineas T-DNA de S.
lycopersicum, que habian sido preseleccionadas sobre la base de diversos tipos de

alteraciones relacionadas con la respuesta a dicho estrés.

5. Caracterizacién de algunas lineas T-DNA de S. pennellii con alteraciones en

caracteres del desarrollo.
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3 Material y Métodos

3.1 Material vegetal

El material vegetal empleado para
la generacion de lineas T-DNA en
este trabajo fueron las accesiones
de Solanum pennellii PE47 y 20164
(amablemente cedida por la Dra.
M2 José Diez del COMAV).
Esta especie, relacionada
filogenéticamente con tomate,

tiene frutos verdes y se wusa

frecuentemente en programas de
mejora por sus caracteristicas favorables en cuanto a tolerancia a sequia (Rick, 1973),
salinidad (Dehan y Tal, 1978; Tal y Shannon, 1983; Taleisnik, 1987; Saranga et al., 1991),
resistencia a insectos (Goffreda y Mutschler, 1989) y resistencia a enfermedades (Bournival
et al., 1990). Se han elegido las accesiones 20164 y PE47 por su buena respuesta frente al
estrés salino. Estos genotipos fueron capaces de crecer durante varios meses con un
tratamiento de riego con NaCl 200 mM sin presentar sintomas de marchitamiento o
senescencia (Moyano, 2014).

Ademas, se han utilizado diferentes lineas T-DNA de tomate obtenidas en nuestro grupo de
investigacidon, mediante transformacién genética de dos variedades diferentes, la linea P73 y
el cultivar Money Maker, ambas utilizadas para el consumo en fresco y bien conocidas por

trabajos previos de nuestro grupo.
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3.2 Obtencion de plantas transgénicas

Las lineas T-DNA de S. pennellii se han obtenido mediante el cocultivo de explantes primarios

de hoja con Agrobacterium tumefaciens.

3.2.1 Técnicas basicas

Antes de abordar un programa de transformacion hay que disponer de una serie de técnicas

basicas que permitan manejar el material vegetal adecuadamente.

Esterilizacion de las semillas

El cultivo in vitro en condiciones axénicas requiere de una esterilizacion superficial del
material vegetal antes de su implantacién. El método aplicado para la esterilizacidn de las
semillas de las dos especies es el mismo y consiste en sumergirlas en una soluciéon de
hipoclorito de sodio al 5% (lejia comercial diluida a 50%). Para mejorar el contacto con la
solucion esterilizante se afladen unas gotas de un agente tensoactivo, 7X-0-matic (Flow
Laboratories, Inc, Virginia, EEUU). Después de sumergir las semillas durante 30 minutos en
esta solucion, se realizan tres lavados consecutivos de 5, 10 y 15 minutos en agua destilada

estéril para eliminar los restos del agente esterilizante.

Siembra y obtencion de plantulas

Las semillas esterilizadas se siembran en placas Petri a las que previamente se han
introducido dos hojas de papel de filtro y 7 mL de agua estéril. Las placas se cultivan en una
camara de cultivo a 25°C y oscuridad hasta que las semillas germinan (emiten la radicula).
Estas semillas se transfieren a medio de germinacion (Tabla 3 y 4) y se mantienen en la
cdmara de cultivo (25+ 2°C; fotoperiodo 16 horas luz / 8 horas oscuridad; 45 uE m?s) hasta

gue se consigue una plantula con los cotiledones expandidos.
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Tabla 3.- Medio de germinacion MG

Notas:

Componente (gL
Solucién mineral | MS
Sacarosa 10
Agar 8

Tabla 4.- Solucion mineral MS (Murashige y Skoog, 1962)

Macronutrientes

(mg:L?)

NH4NO;
KNO3
C3C|2'2H20
MgSO4-7H20
KH,PO4

1650
1900
440
370
170

Micronutrientes

(mg:L?)

Kl

H3BO3
MnS0O4-4H,0
ZnS04-7H,0
Na2M004-2H20
CuS0,4-5H,0
COC|2'6H20

0,83
6,20
22,3
8,60
0,25
0,025
0,025

FeNa-EDTA

(mg-L™Y)

FeSO,4-7H,0
Na,-EDTA

27,8
37,3

Propagacion clonal de plantas

-El pH del medio se ajusta a 5.7 con KOH y HCl antes de afadir el agente gelificante.

- Los medios de cultivo se esterilizan en autoclave, a 115° C durante 30 minutos.

La propagacion clonal tiene por objeto la obtencidon de plantas genéticamente idénticas a

través de la multiplicacidon vegetativa. Para ello se utilizan como explantes de partida las

yemas axilares o el dpice meristematico. El subcultivo de este tipo de estructuras se realiza

en el medio | 0.1 (Tabla 5) que permite el enraizamiento y el desarrollo de los meristemos

preexistentes. Los recipientes empleados son botes de vidrio de 60 mm de didmetro x 150

mm de altura.
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Tabla 5. Medio de enraizamiento 1 0.1

Componente (gL
Solucidon mineral | MS
Sacarosa | 20
Myo-inositol | 0,1
Tiamina HCI| 0,001
Acido indolacético | 0,0001
Agar |8

Notas: -El pH del medio se ajusta a 5.7 con KOH y HCl antes de afadir el agente gelificante.

- Los medios de cultivo se esterilizan en autoclave, a 115° C durante 30 minutos.

3.2.2 Transformacion genética de S. pennellii

Se siguid el protocolo de transformacién descrito en Atarés y colaboradores (2011). A

continuacion se describen los pasos mas importantes de esta metodologia.

Obtencion de explantes primarios y precultivo

A partir de las yemas axilares introducidas en el medio de enraizamiento, se desarrollan en
cinco semanas plantas con un tamafio de entre 10 y 15 cm. Las hojas jévenes y
completamente expandidas de este material vegetal se utilizan como explantes primarios
para la transformacion. Para ello, se cortan los bordes de los limbos por los cuatro lados y se
obtienen unos explantes rectangulares con un tamafio minimo de 10 mm x 10 mm. El
precultivo se lleva a cabo en placas Petri de 90 mm de didmetro con el medio 1K 4.0 4.0 +

acetosyringona 200 uM (Sigma-Aldrich Co., Missouri, EEUU).

Agrobacterium tumefaciens: cepa bacteriana, plasmido y T-DNA

Las transformaciones genéticas se realizaron con una cepa desarmada de Agrobacterium
tumefaciens LBA 4404. El vector utilizado fue el pD991 cedido por el Dr. Thomas Jack (Dpto.
Ciencias Bioldgicas, Universidad de Dartmouth). Dentro del T-DNA se encuentra el gen nptll
(el producto de este gen confiere a las células vegetales la capacidad de resistencia a la
kanamicina) bajo el control de las secuencias reguladoras de la manopina sintasa (lo cual
produce una expresién constitutiva de dicho gen) y la region estructural del gen uidA (gen
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delator que codifica para la beta glucuronidasa) fusionada a un promotor minimo (caja TATA

+ inicio de transcripcion) que no

produce niveles de expresion
detectables a no ser que se
encuentre bajo la influencia de algun

intensificador.

Crecimiento bacteriano

La cepa LBA 4404 de Agrobacterium
tumefaciens se conserva a largo
plazo mediante glicerinado en un
congelador a —80°C (Maniatis et al.,
a cabo una

1982). Para llevar

transformaciéon se introduce un

indculo del cultivo glicerinado en

BamHI (311)

BamHI (296)
¥bal (280)
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A
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matraces con el medio LB liquido suplementado con 100 mg-L™ de kanamicina para inhibir el

crecimiento de bacterias sin el plasmido binario. Los matraces se colocan en un agitador

orbital (230rpm) a 25°C para conseguir el crecimiento de la bacteria. Para la transformacién

se reparten varias alicuotas de este cultivo inicial en matraces con medio fresco que, ademas

de la kanamicina contiene acetosyringona 200 uM. En las mismas condiciones descritas

anteriormente se continula el cultivo hasta que las diluciones alcanzan la densidad adecuada.

Inoculacion, cocultivo y eliminaciéon de Agrobacterium

Los explantes de hojas de S. pennellii se precultivan durante 24 horas en placas Petri con el

medio IK 4.0 4.0 + acetosyringona 200 uM. Los explantes se sumergen durante 10 min en la

suspension de Agrobacterium tumefaciens. A continuacidn, los explantes se extraen con la

ayuda de una malla y se secan sobre papel de filtro estéril para reducir el exceso de bacterias

y eliminar los restos del medio de crecimiento bacteriano. Los explantes se colocan de nuevo

en el mismo medio con el envés en contacto con el agar. El cocultivo se mantiene durante 48-

72 h en condiciones de oscuridad. En esta fase tiene lugar a la transferencia del pldsmido Ti a
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las células vegetales. Al final de este proceso se realiza un lavado de los explantes
. 7 . s . . -1 . " .
sumergiendo éstos en un medio liquido que contiene 500 mg-L~ de cefotaxima para eliminar

los restos del Agrobacterium antes de la fase de regeneracion.

Regeneracion de plantas transgénicas

Tras el lavado, los primeros dias los explantes permanecen en placas con un medio IK 4.0 4.0
que adicionalmente contiene 300 mg:L™" de cefotaxima. Tras este periodo los explantes se
subcultivan al medio de induccién de organogénesis (Tabla 6 y 7) al que se le afade
timentina (150 mg-L™) para evitar el crecimiento de Agrobacterium y kanamicina (100 mg-L)
para restringir el crecimiento de las células no transformadas con el gen nptll. Los explantes
se subcultivan a medio fresco cada 3-4 semanas hasta que se forman los primeros brotes a
partir de los explantes de hoja. Los brotes se individualizan y se transfieren al medio de
enraizamiento suplementado con 100 mg-L™! de kanamicina. La formacion de raices en estas

condiciones sirve para confirmar que la planta regenerada es transgénica.

Tabla 6. Medio de induccion de organogénesis IKZ (4.0 4.0 1.0)

Componente (g-LY)
Solucién mineral | MS
Sacarosa | 30
Myo-inositol | 0,1
TiaminaHCl | 0,001
Vitaminas | SH
Acido indolacético | 0,004
Kinetina | 0,004
Zeatina | 0,001
Agar bacterioldgico (Duchefa) | 8

Notas: -El pH del medio se ajusta a 5.7 con KOH y HCl antes de afadir el agente gelificante.

- Los medios de cultivo se esterilizan en autoclave, a 115° C durante 30 minutos.
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Tabla 7. Solucién vitaminica SH (Shahin, 1985)

Componente

(mg:L?)

Rivoflavina
Acido nicotinico
Tiamina CIH
Piridoxina CIH
Acido félico
Biotina
D-Pantotenato calcico
Colina CIH
Glicina
L-Cisteina

Acido malico
Acido ascérbico

0,25
2,5
10

1
0,5
0,05
0,5
0,1
0,5
1

10
0,5

Nota: - Las vitaminas se preparan en soluciones stock 100X y se almacenan a -20°C.

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

Para poder eliminar las plantas que no son diploides se analiza el nivel de ploidia por
citometria de flujo de todas las plantas regeneradas. Para ello se lleva a cabo la
cuantificacién del contenido de ADN nuclear de las células segun el método de Smulders y
colaboradores (1994). El tejido vegetal (un fragmento de hoja joven de aproximadamente 1
cm?) se trocea finamente con una cuchilla en una placa Petri de 50 mm de didmetro. Se
afiaden 200puL de tampdn de extraccion de nucleos (Partec, Miinster, Alemania) y 800 uL de
una solucién que contiene 1 mg-L™ de fluorocromo DAPI (4,6-diamino-2phenyl-indole) (DAPI
staining solution, Partec) cuya funcién es tefiir el ADN. Tras resuspender la mezcla, se filtra a
través de una malla de nylon de 50 um. La suspensidn de nucleos se hace circular por el
circuito de microtubos de un analizador de
ploidia (Partec PA-II Ploidy Analyser), equipado
con una ldmpara de mercurio que emite luz
ultravioleta de 366 nm. La corriente de nucleos
en suspensidn pasa por una cdmara de cuarzo

(conducto de 10 um que no permite el paso

simultdaneo de dos unidades), donde es
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iluminada por una fuente de luz ultravioleta. Como consecuencia, el fluorocromo DAPI fijado
al ADN emite una fluorescencia proporcional a la cantidad de ADN del nucleo, que es
reconocida y captada por un fotorreceptor. El sistema informatico que lleva incorporado el
citometro convierte cada sefial fluorescente en un punto sobre la pantalla que se sitia en
distintas posiciones de acuerdo con su intensidad. El grafico resultante ordena los datos
segun el contenido nuclear de ADN en el eje de abscisas y contabiliza el nimero de nucleos
de cada tipo en el eje de ordenadas. El sistema se calibra previamente situando el pico
correspondiente a un contenido de ADN igual a 2C (diploide en fase G1) sobre el valor que se

desee de la escala de abscisas.

3.2.4 Aclimatacion y trasplante

A los 15-20 dias del cultivo en medio de enraizamiento, las
plantas se encuentran en el estado adecuado para realizar la
aclimatacién. Tras extraer la planta del bote de vidrio, se
eliminan los restos de agar de la raiz, procurando no dafiarla. A
continuacion, se trasplanta a una maceta que contiene fibra de

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

deshidratacion.

A los 7-10 dias, la planta se puede trasplantar con el cepellén a una maceta que contenga
fibra de coco. El vaso de plastico transparente se mantiene durante los primeros 10-15 dias
de cultivo. Una vez transcurrido este periodo, se elimina el vaso, dandose por concluida la

etapa de aclimatacion.

3.2.5 Cultivo de plantas de S. pennellii en el invernadero y
obtencion de las descendencias

Las plantas se cultivan en invernaderos con sistema de refrigeracién por aire acondicionado
e iluminacién artificial. Se utiliza fibra de coco como sustrato y macetas de 25 cm de
diametro y 30 cm de altura. Las plantas se cultivaron entutoradas a una o dos guias,

elimindndose periédicamente las yemas laterales. Se realiza fertirrigacién (Tabla 8) mediante
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sistemas de riego por goteo o mediante riego manual, segin las necesidades de cada

experimento.

Tabla 8. Solucion nutritiva

Componente (gL
PO4Hs | 0.147

Ca(NO;), | 0.820

NOzK | 0.202

SO4K, | 0.348

SO,Mg | 0.240

BMX (micronutrientes) | 0.100

Algunos autores consideran a Solanum pennellii como autoincompatible o parcialmente
autoincompatible. En realidad, hay accesiones que exhiben distintos niveles de
autoincompatibilidad. A su vez, dentro de una accesion hay genotipos que exhiben distintos
grados de autoincompatibilidad. Es lo que ocurre con la accesién PE47, razén por la cual
tuvimos serios problemas para obtener progenies de autofecundacidn a partir de algunas
lineas T-DNA. Tras los problemas detectados en la obtencion de descendencias se probaron
diferentes estrategias para intentar aumentar el nimero de lineas capaces de producir
semillas: cultivo de las plantas en diferentes invernaderos y épocas del afio, polinizaciones
manuales y tratamientos de nebulizacidn para imitar las condiciones ambientales de su
habitat natural.

En estas condiciones de cultivo es donde se realizaron los experimentos de evaluacién de la
tolerancia al estrés salino in vivo a largo plazo. En este caso se mantenia parte del
invernadero con riego hidropdnico (plantas testigo) y parte del invernadero con el mismo
riego al que se le afiadian diferentes concentraciones de NaCl para aplicar el tratamiento

estresante.
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3.3 Evaluacion de la tolerancia a la salinidad

Para llevar a cabo la evaluacién de la tolerancia a la salinidad se han realizado diversos

experimentos en varios sistemas de cultivo y etapas del desarrollo de las plantas.

3.3.1 Evaluacion de la tolerancia al estrés salino in vitro

3 ;41 <™ El material vegetal inicial son dpices meristemdticos obtenidos tras
L | . . . . . .
1 f el cultivo de yemas axilares en medio de enraizamiento gelificado
Y
y ¢ con agar. Tras 3 semanas de cultivo las yemas axilares brotan hasta
- \ '? y
\ alcanzar un tamafio de entre 3 y 4 cm. Los

F r apices meristematicos se cortan con un
tamano aproximado de 2 cm de forma que no presenten ninguna raiz.

Ademads, se cortan las hojas expandidas antes de subcultivar los

apices en un medio con diferentes concentraciones de sal.

Evaluacion con apices meristematicos sin enraizar

Se dised un sistema de cultivo que permitiera el
crecimiento de los apices meristematicos sin el empleo
de agentes gelificantes. Para ello, se utilizd6 como
soporte fisico canicas de vidrio (16 mm de diametro)
que se colocaban en el fondo del recipiente al que se

afladia el medio de enraizamiento. En un primer

experimento se evalluan 6 dpices meristematicos en un bote con 30 mL de medio de
enraizamiento (sin agar) + NaCl 100mM. Estos recipientes se mantienen durante 3 semanas

en la cdmara de cultivo en condiciones de fotoperiodo.

Tras este primer escrutinio, realizado con 491 lineas T-DNA, se realiz6 un segundo
experimento con 53 lineas preseleccionadas por mostrar un fenotipo alterado en el que,
ademas de los explantes en medio salino, se cultivaban los apices meristematicos en medio
de enraizamiento sin NaCl. Esta comparacién directa entre un medio con sal y otro sin sal
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sirve para corroborar los resultados observados en el primer experimento y para diferenciar
entre mutantes afectados en la tolerancia al estrés salino y mutantes afectados en caracteres
del desarrollo (en el caso de estos ultimos se observaria un fenotipo alterado incluso en los

explantes cultivados sin NaCl).

Evaluacidn con apices meristematicos enraizados

Se disefid un sistema de cultivo que permitiera el crecimiento de los
apices meristematicos previamente enraizados sin el empleo de
agentes gelificantes. Para ello, se dejaba que los 4dpices
meristemadticos formaran raices durante tres semanas antes de

comenzar con la aplicaciéon del estrés salino.

Como en el apartado anterior, se utilizd como soporte fisico canicas de vidrio que se
colocaban en el fondo del recipiente. Antes de empezar el tratamiento salino se retiraba con
una pipeta el medio en el que se habian formado las raices. En un primer experimento se
evaluaron 6 dpices meristematicos enraizados de cada linea T-DNA en un bote con 30 mL de
medio de enraizamiento (sin agar) + NaCl 100mM. Estos recipientes se mantenian durante 3

semanas en la cdmara de cultivo en condiciones de fotoperiodo.

Tras este primer escrutinio, realizado con 292 lineas T-DNA, se realizé un segundo
experimento con 57 lineas preseleccionadas, tanto en estas condiciones como en las
anteriores. En este segundo experimento, ademds de los explantes en medio salino, se

cultivaban los dpices meristematicos en medio de enraizamiento sin NaCl.
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3.3.2 Evaluacion de la tolerancia al estrés salino in vivo

En este caso se evaluaron las distintas lineas T-DNA en diferentes momentos de su desarrollo

tras la aclimatacién de los apices meristematicos.

Evaluacion a corto plazo: sistema hidropdnico pasivo

Este sistema se basa en el transporte pasivo de la solucion nutritiva
desde un contenedor hasta la maceta donde crece la planta. Este
disefio permite un suministro continuo y adaptado al consumo, lo
cual puede mejora la homogeneidad de las condiciones del cultivo
gue se consigue por otros sistemas de cultivo. Como depdsito para
los 200 mL de solucidon nutritiva se utilizd un bote de vidrio
esterilizado. La maceta rellena de fibra de coco estéril se colocd

sobre el bote. La conexion entre la maceta y el recipiente se

consiguié con una tira de bayeta (15 cm x 1,5 cm) insertada por los agujeros del fondo de la

maceta.

Para reducir la evaporacién y el crecimiento de contaminantes, se tapan
el bote y la maceta con papel de aluminio al que se le hace un agujero

para introducir el dpice meristematico enraizado.

El material inicial para estos ensayos se obtuvo a
partir de yemas axilares cultivadas durante 3-4
semanas en un medio de enraizamiento. Estas plantas
se introducian en las macetas con cuidado de no
danar las raices y se regaron con 20 mL de solucion

nutritiva (2 de macronutrientes MS). Con objeto de

facilitar la aclimatacién, durante las primeras dos

semanas de cultivo las plantas se cubrieron con un vaso transparente.
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Tras ese periodo se quitaron los vasos, se
anaden 30 mL de solucién nutritiva y se
mantiene el cultivo una semana mas. A
partir de ese momento comenzd la
evaluaciéon de la tolerancia al estrés salino

regando la maceta con solucién nutritiva +

NaCl 200 mM (sin NaCl en el caso de las plantas testigo) y rellenando los depdsitos con esta

misma solucidn hasta el final del experimento.

La puesta a punto de este nuevo sistema de evaluacion de la tolerancia a la salinidad nos
permitid utilizarlo en la evaluacién de diversas lineas preseleccionadas de tomate. En este
caso la diferencia con el sistema descrito para S. pennellii es que se parte de semilla. Para ello
se hace un tratamiento de pregerminacién (ver apartado 3.2.3) antes de pasarlas a la maceta
y no se aplica el estrés salino hasta que las plantas no han desarrollado una hoja expandida

(10-12 dias)

Evaluacion a medio plazo

Los experimentos de evaluacién a medio plazo se llevan a cabo
en macetas de 13x13x13 cm. Tras realizar la aclimatacion y el
transplante, cuando las plantas alcanzan los 25-30 cm de

altura (Dia 0), se inicia el tratamiento salino mediante la

adicién de NaCl 150 mM a la solucidn nutritiva (ver Tabla 8).

3.4 Evaluacion de la expresion del gen delator

En genotipos seleccionados se ha llevado a cabo el andlisis histoquimico X-GLUC para
detectar la expresion del gen delator (uidA). Tras recoger las muestras, se les afiadia solucién
X-GLUC 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 reaccién histoquimica.
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Tabla 9. Solucion X-GLUC

Componente

Concentracion

X-GLUC (Disolver en DMSO 1%)
Tampodn Na,HPO,
Tampodn NaH,PO,

EDTA

K-Ferrycyanide (Felll)
K-Ferrycyanide (Fell)
Triton X-100

Agua destilada

1.0 mM

100 mM

100 mM

10 mM

0.5 mM

0.5 mM

0.1%

Hasta completar
volumen deseado

Tras la incubacidn, se elimind la solucién X-GLUC vy se realizan varios lavados con etanol 70%

para eliminar la clorofila de los tejidos y poder detectar mejor la tincidn azul que produce la

expresion del gen uidA. Las fotografias de estas muestras se tomaron con la ayuda de una

lupa (MZFLIII; Leica).
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3.5 Técnicas de microscopia

En algunos mutantes se han realizado diversos estudios histolégicos. Para analizar los cortes
histolégicos se ha empleado un microscopio éptico (Nikon Eclipse E600) con cdmara digital
refrigerada DS-Ri. La preparacién de las muestras se ha realizado mediante los siguientes

métodos.

3.5.1 Fijacion de las muestras e inclusion en parafina

Pequenas secciones de tejido vegetal se introducen en el fijador FAE y se somete a vacio

durante 5 minutos.

Tabla 10. Fijador FAE

Componente Concentracion

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

Posteriormente se cambia el fijador utilizado por fijador fresco y se mantienen las muestras
de 4 a 16 horas a 4°C. Transcurrido este tiempo se elimina el fijador y se van haciendo
cambios cada media hora a soluciones de etanol con concentraciones crecientes (50%, 70%,
85%, 95% y 100%). Después se pasan las muestras por concentraciones crecientes de
Histoclear en etanol absoluto (33%, 50%, 67% y 100%). Tras esto, se pasan las muestras por
concentraciones crecientes de Parafina en Histoclear (33%, 50%, 67% y 100%) manteniendo
una temperatura de 58°C. Una vez las muestras quedan incluidas en Parafina ya se pueden
montar los bloques donde el tejido podra ser cortado con un micrétomo para obtener las

secciones correspondientes y montarlas sobre portaobjetos con Polysina.
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Eliminacion de la parafina

Para eliminar la parafina de los cortes se sumergen los portaobjetos en:

- Histoclear 10’
- EtOH 100% 10’
- EtOH 90% 5
- EtOH 70% 5
- H,0 10’

3.5.2 Tincion con azul de anilina

Una vez eliminada la parafina (ver apartado anterior), se cubren las muestras con tampdn
fosfato (0,07 mM Na,HPO4.2H,0 pH=9) durante 30 minutos. Se elimina el tampdn y se afiade
azul de anilina al 0,05% (disuelta en tampdn fosfato). Tras 15 minutos de incubacion ya se

puede montar la muestra y visualizarla en el microscopio. La calosa se ve tefiida de azul.

3.5.3 Tincion con floroglucinol

Se puede realizar en cortes hechos a mano. Para ello simplemente es necesario afiadir una
gota de floroglucinol (se obtiene disolviendo 0,1 g de floroglucinol en 100 mL de EtOH 95% +
16 mL de HCI conc.) encima del tejido e incubar durante 30-60 minutos. Las paredes

lignificadas se tifien de rojo.

3.6 Caracterizacion genética del fenotipo mutante

Mediante el andlisis del fenotipo de las plantas transformadas (TG1) y las segregaciones
observadas en sus descendencias (plantas TG2 obtenidas mediante autofecundacion de las
TG1 o plantas procedentes de retrocruces) podemos saber qué tipo de mutacién se ha
producido. Asi, por ejemplo, si se ha comprobado que la planta TG1 es WT (WT = wild type,
fenotipo silvestre) y la segregacion en TG2 se ajusta a % WT : % M nos encontramos ante una
mutaciéon monogénica recesiva. Con este tipo de analisis se pueden identificar fendmenos
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como la dominancia o recesividad de la mutacién, la influencia de la mutacion en la

viabilidad de las plantas mutantes o en la viabilidad gamética.

El ajuste de los datos observados a los datos esperados para cada una de las segregaciones
posibles se realiza mediante el Test xz aceptando que el modelo es adecuado cuando la

probabilidad de fallo es menor del 5%.

En el caso de realizar varios experimentos donde se analiza la segregacién fenotipica se lleva
2 . . .
a cabo el Test y“ de contingencia para asegurarnos de que se pueden unir todos esos datos y

tratarlos como si estuvieran obtenidos en un Unico experimento.

3.7 Determinacion del numero de insertos T-DNA

Para saber si en una planta hay algun inserto de T-DNA se puede analizar si esa planta es
resistente a la kanamicina (detectaremos todas aquellas plantas que portan al menos un
inserto nptll funcional) o analizarla molecularmente para ver si porta un inserto de T-DNA
(aunque éste no confiera resistencia a la kanamicina) e incluso algin fragmento tanto del T-

DNA como del cuerpo del vector.

3.7.1 Estimacion del numero de insertos mediante técnicas de
cultivo in vitro

Para estimar el numero de insertos T-DNA con el gen nptll funcional se pueden utilizar
diferentes ensayos de crecimiento en kanamicina. Se pueden cultivar yemas axilares en
medio de enraizamiento, semillas en medio de germinacién o explantes de cotiledén u hoja
en medio organogénico, todos ellos con kanamicina (100 mg:-L). Asi, por ejemplo, en el caso
de que haya un Unico inserto nptl/l funcional, la TG2 se ajustara a 3 KanR : 1 KanS; mientras

que si hay dos insertos nptl/ funcionales, la TG2 se ajustara a 15 KanR : 1 KanS.

El ajuste de los datos observados a los datos esperados para cada una de las segregaciones
posibles se realiza mediante el Test Xz aceptando que el modelo es adecuado cuando la

probabilidad de fallo es menor del 5%.
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En el caso de realizar varios experimentos donde se analiza la segregacion fenotipica se lleva
a cabo el Test xz de contingencia para asegurarnos de que se pueden unir todos esos datos y

tratarlos como si estuvieran obtenidos en un Unico experimento.

3.7.2 Determinacion del numero de insertos T-DNA mediante
analisis moleculares

En todas las técnicas de analisis molecular presentadas en esta Tesis hemos contado con la
colaboracién del laboratorio de la Universidad de Almeria dirigido por el Dr. Rafael Lozano. A

continuacion se pasan a describir los protocolos utilizados.

Extraccion de ADN genomico
A partir de 15-30 g de hojas frescas, previamente ultracongeladas, se realizé la extraccion y
purificacion del ADN gendmico siguiendo el protocolo descrito por Dellaporta vy

colaboradores (1983).

Determinacion del nimero de insertos T-DNA mediante hibridacién Southern

Para detectar el nimero de insertos T-DNA en cada linea mutagenizada, en primer lugar se
realizé una digestion enzimatica del ADN gendmico previamente aislado y purificado,
utilizando para ello las enzimas de restriccion EcoRlI (Takara) y Hindlll (Takara). Se utilizaron
entre 10-20 ug de ADN gendmico para cada digestidn, realizada en un volumen final de 150
pL que contenia 15 plL del Buffer 10X correspondiente a cada enzima, 60 U de cada una de
las dos enzimas elegidas, 1 pL de de una solucién de ARNasa (10 mgmL?), 4 pL de
espermidina y el volumen necesario de agua destilada estéril hasta completar el volumen
final. Las reacciones se incubaron 8 h a 37°C con EcoRIl y Hindlll. Posteriormente, las
digestiones se precipitaron mediante la adicién de 1/10 del volumen de Acetato de sodio 3
M pH 5,2 y a continuacion 2 volimenes de etanol absoluto. Después de centrifugar y lavar el
pellet, el ADN se resuspendié en 20 puL de TE 0,1 N (10 mM Tris HCI 1 M pH 8, 0,1 mM EDTA
0,5 M pH 8).

El Southern Blot se realizdé mediante transferencia alcalina a una membrana de nylon
cargada positivamente (Hybond-N+, Amersham Biosciences), la cual adhiere al ADN
fuertemente, ya que el ADN es una molécula con carga negativa. Asi, el ADN digerido y

58



Material y métodos

precipitado se analizd en un gel de agarosa al 0,8 %. La electroforesis se realizé a 60 V
durante 14 h. Posteriormente, dicho gel fue sometido a una serie de tratamientos: i)
depurinizacion con una solucion de HCI 0,125 M, y ii) desnaturalizacién con una solucion de
NaCl y NaOH (87,66 g NaCl y 20 g NaOH al 99 % de riqueza en 1 1). Una vez desnaturalizado el
gel, se llevé a cabo la transferencia capilar durante un periodo de 8-14 h. Para ello, sobre
una bandeja se colocd el portageles del revés, y encima de éste el gel. A continuacidn se
puso la membrana de nylon (Hybond-N+, Amersham Biosciences), 2 papeles Whatman®, y
sobre estos se colocé una torre de papel junto con un cristal o soporte para una pesa de 400
g. La torre de papel ejerce una fuerza de capilaridad, haciendo subir el Buffer de
Transferencia (88,23 g Citrato sédico, 175,32 g NaCl en un litro a pH 7-8) desde la bandeja y

arrastrando consigo el ADN del gel hasta quedar atrapado fuertemente en la membrana.

El dltimo paso metodoldgico es la hibridacién con una sonda marcada radiactivamente con
P32, En nuestro caso usamos una sonda quimérica del gen nptil fusionado a un fragmento de
un gen endégeno como es FALSIFLORA (FA), lo que permite tener un control positivo de la
hibridacién. En un primer paso se puso la membrana a pre-hibridar a 65°C durante 5 minutos
en el horno de hibridacién, en agitacién y con el buffer comercial, PerfecthybTM Plus (Sigma
Aldrich, Inc.), el cual permite aumentar la sefial de hibridacion. Durante la pre-hibridacién se
llevé a cabo el marcaje radioactivo de la sonda. Para ello, se desnaturalizé la sonda por calor,
calentando una solucidn de la misma durante 5 minutos en agua hirviendo. A continuacién
se colocd en hielo para evitar que el ADN se re-naturalice. A este ADN se le afiadieron 50uCi
de P32 (dCTP) y una alicuota del kit Rediprime Il Randome Prime Labelling System (GE
Healthcare), que contiene la DNA polimerasa, el tampdn y el resto de reactivos necesarios
para la sintesis de la sonda radiactiva. La incubacién tuvo lugar a 37°C durante 10 minutos.
Después, el producto de la reaccién se hizo pasar por una columna (illustraTM MicroSpin
Columns, GE Healthcare) para eliminar el exceso de radioactividad, asi como polimerasa,
cebadores aleatorios, dejando solo pasar a la sonda marcada con radioactividad. Por ultimo,
dicha sonda se desnaturalizé durante 5 minutos en agua hirviendo vy, finalmente, se anadié
al tubo de hibridacién. La incubacién tuvo lugar a 65°C durante 8-10 h. Tras la hibridacién se
procedio a realizar el lavado de la membrana con la solucién SSPE (0.2M buffer fosfato, pH
aprox. 7.4, contiene 2,98M NaCl y 0,02M de EDTA) en orden decreciente de concentracion, 3
lavados de SSPE 5X, 3 lavados de SSPE 2,5X, 3 de 1Xy 1 lavado de 0,1X.

59



Material y métodos

De este modo se aumenta la astringencia, para eliminar la radioactividad inespecifica pegada
a la membrana. La membrana lavada fue plastificada e introducida en un casete junto con
una pelicula auto-radiografica, donde se dejé una semana exponiendo para su posterior

revelado.

3.8 Determinacion de la cosegregacion entre inserto T-
DNA y fenotipo mutante

La determinacién de si existe cosegregacion entre el inserto de T-DNA (sea completo o
parcial) y el fenotipo mutante es un aspecto clave en el estudio de estas lineas. Cuando se
comprueba que existe cosegregacion, el siguiente paso es la clonacidén del gen que causa el
fenotipo mutante mediante técnicas de Anchor-PCR. Esto es posible gracias a que en esos
casos el gen alterado ha quedado etiquetado por el inserto de T-DNA. Sin embargo, cuando
no existe cosegregaciéon hay que recurrir a otras estrategias de clonacidon mads costosas en

tiempo y esfuerzo.

3.8.1 Estimacion de la cosegregacion mediante técnicas de cultivo
in vitro

Mediante estas técnicas se puede establecer la cosegregacion entre la presencia de un
inserto T-DNA con nptll funcional y el fenotipo mutante. Para ello hay que comparar las
segregaciones respecto de su fenotipo y de la resistencia a la kanamicina en plantas de
poblaciones segregantes (TG2 y TG3 habitualmente). En estos casos se modeliza la
segregacidon esperada tanto para el caso de cosegregacion como de ausencia de
cosegregacion. Por ejemplo, en un mutante recesivo, si se encuentra una planta sensible a
kanamicina (KanS) y de fenotipo mutante (M) se puede establecer que no existe

cosegregacion entre un inserto de T-DNA y el fenotipo mutante.

El ajuste de los datos observados a los datos esperados para cada una de las segregaciones
. . . 2
posibles se realiza mediante el Test x° aceptando que el modelo es adecuado cuando la

probabilidad de fallo es menor del 5%.
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En el caso de realizar varios experimentos donde se analiza la segregacion fenotipica se lleva
a cabo el Test XZ de homogeneidad para asegurarnos de que se pueden unir todos esos

datos y tratarlos como si estuvieran obtenidos en un Unico experimento.

3.8.2 Determinacion de la cosegregacion mediante PCR

Mientras que la evaluacién de la resistencia a la kanamicina mediante cultivo in vitro (ver
apartado 3.7.1) sélo podemos analizar si hay algun inserto T-DNA con el gen nptll funcional,
mediante un disefio adecuado de los cebadores de PCR se puede saber si en una planta se
encuentra el T-DNA completo, algun fragmento de ese T-DNA o, incluso, algin fragmento del
cuerpo del vector. Para este fin se disefiaron en el laboratorio del Dr. Lozano diferentes
parejas de cebadores del inserto T-DNA junto con diferentes regiones del cuerpo del vector

pD991.
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Las condiciones de la PCR utilizadas fueron: desnaturalizacion inicial de 5 min - 94°C, seguido
de 35 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a 60°C y 1 min - 72°C, terminando con una extensién
final de 5 min - 72°C. Las reacciones de PCR fueron analizadas por electroforesis en gel de

agarosa, teiiidas con BrEt al 1% y visualizadas con luz UV.

3.9 Clonacidn del gen etiquetado mediante Anchor-PCR

Para clonar las secuencias flanqueantes al T-DNA se utilizo la estrategia Anchor-PCR (Schupp
et al., 1999), con la que se puede determinar las secuencias flanqueantes a ambos extremos
del T-DNA (Gidoni et al., 2003). En esta estrategia se realizan digestiones del DNA con
endonucleasas de restricciéon. A los fragmentos generados se ligan adaptadores sintéticos,
de tal manera que podemos realizar una serie de PCRs "anidadas" o "solapantes" usando
parejas de cebadores, uno del T-DNA (Right Border) y otro del adaptador sintético con saltos

de tamafo conocidos, lo que facilita la identificacién de los fragmentos especificos en un gel

de agarosa.
Semi-diana de
restriccion
‘ ADN genomico .60 CaMV
PCR Primaria Ad-1)p —
PCR Secundaria Ad-2p
PCR Terciaria Ad-3p

En primer lugar se digirié 500 ng del ADN gendmico de cada planta a analizar durante 4h a
37°C con una serie de enzimas de restriccion, a saber, EcoRV, Dral, Scal, Stul, Alul, Hincll,
Pvull y Smal, en una reaccién de 40 pL de volumen final. Se seleccionaron estas enzimas
porque generan fragmentos de extremos romos, los cuales fueron ligados al adaptador. El
adaptador es una doble cadena parcial de ADN, descrita su preparacion en Schupp y col.
(1999). El adaptador (5 pmol) fue ligado durante 3h a 37°C al ADN gendmico previamente
digerido con una unidad de T4 DNA ligasa (Promega). La digestion-ligacién del ADN fue
utilizada como molde en la amplificacién inicial. En esta PCR primaria se usé 1 uL de
digestidn-ligacion, 1 unidad de REDTaq® DNA polimerasa (SIGMA-Aldrich) y 0,33 uM de los

cebadores RB-1 (5-ACAGTTTTCGCGATCCAGAC-3) y Ad-1 (5-CTAATACGACTCACTATAGGC-3)
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que anillan en el Right Border y en el Adaptador respectivamente. El programa utilizado en
el termociclador (Eppendorf Mastercycler ep gradient S) comenzé con una desnaturalizacién
de 4 min - 94°C, seguido por 35 ciclos de 30 s - 94°C, 30 s - 55°C y 2 min - 72°C y por ultimo,
una extension final de 1 min - 72°C. El producto de PCR fue diluido 50 veces y re-amplificado
en la PCR secundaria. Para esta segunda PCR se usaron dos cebadores internos, a saber, RB-2
(5 -GGTCTTGCGAAGGATAGTGG) y Ad-2 (5-CTATAGGGCTCGAGCGGC-3'). Las condiciones de
PCR fueron las mismas que en la primaria, solo cambid la temperatura de anillamiento a
58°C. El método Anchor-PCR descrito por Schupp y col. (1999), ha sido mejorado afiadiendo
una PCR terciaria, con el objeto de incrementar la especificidad de los fragmentos
amplificados. Para esta tercera PCR se diluyd 100 veces el producto de amplificacién de la
PCR secundaria, el cual fue utilizado como molde y amplificado con los cebadores RB-3 (5 -
CTGGCGTAATAGCGAAGAGG-3') y Ad-3 (5-AGCGGCGGGGAGGT-3'). Las condiciones de PCR
utilizadas fueron: desnaturalizacion inicial de 2 min - 94°C, seguido de 35 ciclos de 15 s -

94°C, 155 -60°Cy 2 min - 72°C, terminando con una extensién final de 1 min - 72°C.

Un décimo del volumen de la reaccién fue analizado por electroforesis en gel de agarosa y
tefiido con BrEt al 1%. El producto de la reacciones de PCR de interés fueron purificados
mediante cromatografia de afinidad utilizando el kit GenEluteTM PCR Kit (Sigma-Aldrich) y
fueron reamplificados con el cebador Ad-3 y RB-3 en reacciones independientes de
secuenciacion utilizado los reactivos BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems). Las secuencias obtenidas fueron analizadas y comparadas con las secuencias
depositadas en la base de datos SGN (Solanacea Genomics Networks -
http://www.sgn.cornell.edu/tools/blast/), para conocer tanto la identidad de la regién

secuenciada, como la posicidén del T-DNA en el genoma de la planta.

Una vez conocida las secuencias flanqueantes al inserto T-DNA en el mutante en estudio tras
el clonaje por Anchor-PCR es posible comprobar en las progenies segregantes si el inserto
(alelo mutante) se encuentra en homocigosis, heterocigosis, o acigosis en cada una de las
plantas que constituye la poblacidon segregante en estudio. El diagndstico genotipico se
realizé mediante PCR, en concreto, mediante dos reacciones de amplificacion. En una PCR se
utilizan los cebadores especificos del alelo silvestre y en la otra PCR se usa uno de los
cebadores del gen y otro cebador del T-DNA. Ambas PCR se usan para cada planta de la
familia segregante, de modo que, las plantas que amplifiquen sélo el alelo silvestre seran

catalogadas como acigoticas, en las que amplifiquen sélo el alelo mutante seran
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homocigdticas para el T-DNA y aquellas plantas donde amplifiquen ambas PCRs seran
hemicigdticas. De esta manera se puede correlacionar la homocigosis, hemicigosis y acigosis
para el alelo mutante con el fenotipo mutante y asi confirmar si la mutacidn responsable del

fenotipo detectado esta etiquetada por el inserto o no.
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4 Resultados

4.1 Generacion de lineas T-DNA de Solanum pennellii

En nuestro grupo se ha desarrollado un método eficaz para la obtencién de plantas
transgénicas de distintas accesiones de S. pennellii (Atarés et al., 2001). En este trabajo se ha
conseguido la generacion de lineas T-DNA mediante cocultivo de explantes de hoja con la
cepa LBA 4404 de Agrobacterium tumefaciens. Para ello se ha utilizado el vector pD991
gentilmente cedido por el Dr. Thomas Jack (Department of Biological Sciences; Dartmouth

College, USA) que funciona como una trampa de intensificadores (ver apartado 3.2.7).

En cualquier programa de mutagénesis insercional es clave obtener una cantidad
considerable de plantas transgénicas para detectar el mayor nimero posible de mutantes e
identificar los genes alterados en dichos mutantes. Por tanto, es imprescindible disponer de
un método de transformacion altamente eficaz. En trabajos previos del grupo se habia
transformado la accesién 20164, obteniendo eficacias del 6.1% (Gisbert et al., 1999). Esta
eficacia de transformacién (numero de lineas T-DNA diploides/nimero de explantes
inoculados) es adecuada para, por ejemplo, llevar a cabo el andlisis funcional de un gen
candidato, pero es insuficiente para abordar un programa de mutagénesis insercional.
Debido a ello, realizamos una serie de experimentos para aumentar la eficacia del método
de transformacién. En concreto, se cambid el medio organogénico, se eliminé la fase de
precultivo y de elongacién de dpices meristematicos, se mejoré el proceso de inoculacién y
se introdujo la timentina como antibiético para controlar el crecimiento de Agrobacterium
tumefaciens (Atarés et al., 2011). Con estos cambios metodoldgicos, se logré aumentar la
eficacia de transformacidn hasta el 135 % en la accesiéon 20164 y el 102 % en la accesién
PE47. Estos resultados nos han permitido obtener 2181 lineas T-DNA diploides de Solanum

pennellii con una trampa de intensificadores (Tabla 11).
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Tabla 11: Eficacias de transformacion con la trampa de intensificadores en dos accesiones de S.

pennellii
Accesion de Explantes N2 de plantas N2 de plantas Eficacia de
S. pennellii inoculados transgénicas transgénicas diploides transformacion (%)
20164 816 1363 1105 135
PE47 1056 1223 1076 102
Total 1872 2586 2181 117

Tras la obtencion de las plantas transgénicas (TG1), se clonaron para mantener algunas
copias en condiciones axénicas durante el periodo de evaluacién. El resto de réplicas
clonales se utilizaban para las evaluaciones in vitro e in vivo y para obtener la siguiente

generacion (TG2) mediante autofecundacion de las plantas TG1 (Fig. 1).

Figura 1.- Mantenimiento de las plantas transgénicas. a) Recipientes con plantas en la camara

de cultivo. b) Crecimiento en el invernadero tras su aclimatacion.

Con las lineas T-DNA obtenidas se han realizado distintos experimentos con el fin de
detectar mutantes para los caracteres de interés. En concreto, se ha empleado la coleccidon
de plantas TG1 para la deteccién de mutantes dominantes, semidominantes y aditivos. Sin
embargo, las dificultades encontradas para la obtencidon de descendencias ha limitado
mucho la posibilidad de trabajar con progenies TG2 a fin de detectar mutantes recesivos.
Como se ha comentado en el apartado de Material y Métodos, S. pennellii es una especie
catalogada como autoincompatible, aunque hay algunas accesiones o ecotipos
autocompatibles (Bedinger et al., 2011). Teniendo en cuenta los problemas que plantea el

trabajo con ciertas accesiones de esta especie, hemos cultivado las plantas en diferentes
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invernaderos y épocas del aifo, se han hecho polinizaciones manuales y se han llevado a
cabo tratamientos de nebulizacidn que trataban de imitar las condiciones ambientales de su
habitat natural para intentar conseguir el maximo nimero de progenies posible. Pese al gran
esfuerzo realizado, no se han obtenido mas de cuarenta descendencias TG2 con suficientes

semillas. Estas lineas son las que hemos utilizado para la deteccidén de mutantes recesivos.

4.2 Deteccidon de mutantes hipersensibles a estrés salino

Tras realizar diversas evaluaciones en cultivares de tomate y accesiones de especies
silvestres relacionadas, se observd que las que presentaban mayor nivel de tolerancia al
estrés salino eran las accesiones 20164 y PE47 de S. pennellii (Bolarin et al., 1991; Cano et
al., 1996; Rus et al., 1999; Santa-Cruz et al., 1999). Por este motivo, se eligieron estas
accesiones como material de partida para obtener una coleccién de lineas T-DNA. El
principal interés de esta coleccién es que ofrece la posibilidad de encontrar mutantes
afectados en su nivel de tolerancia a la salinidad que pueden servir como punto de partida
para identificar algln gen clave para dicho cardcter. Con esta estrategia, aunque no se puede
descartar la aparicion de un mutante con mayor tolerancia que el material de partida, lo
esperable es detectar mutantes hipersensibles por efecto de alguna insercion del T-DNA u

otra alteracién genética (p.ej. un cambio de tipo somaclonal).

Tras la obtencion de un nimero suficiente de lineas T-DNA diploides de Solanum pennellii se
empezd con el escrutinio de mutantes. Para ello, se aclimataron plantas TG1 y se cultivaron
sin y con estrés salino en dos invernaderos diferentes (Valencia y Murcia). Se evaluaron 566
lineas T-DNA en invernadero a medio y largo plazo. Detectamos algunos mutantes del
desarrollo, pero en estos experimentos iniciales no encontramos ninguna linea con un
fenotipo mutante que estuviera directamente relacionado con alteraciones en la tolerancia a
la salinidad. Ademas, pese al enorme esfuerzo para conseguir progenies (ver el apartado
anterior), sélo se consiguieron semillas TG2 en 78 lineas T-DNA vy, de éstas, sélo conseguimos
mas de 100 semillas TG2 en 40 lineas. Tras este resultado, centramos nuestros esfuerzos en

la deteccidn de mutantes dominantes en plantas TG1.

67



Resultados

El manejo de este material, ademas de no permitir la deteccion de mutaciones recesivas,
presenta otros inconvenientes. En primer lugar, para la deteccion fiable de los fenotipos
alterados hay que emplear plantas con un desarrollo inicial uniforme, lo cual, tras las fases
de clonacién y aclimatacién, puede ser dificil de conseguir. Ademas, el nUmero de plantas
por linea T-DNA evaluada no podia ser excesivo, debido a la gran cantidad de lineas que
habia que cribar y las limitaciones de recursos (principalmente, espacio en el invernadero o

en las cdmaras de cultivo in vitro).

Asi pues, decidimos desarrollar diversas metodologias (in vitro e in vivo) para cribar la
coleccion de lineas T-DNA en condiciones de estrés salino en diferentes momentos del
desarrollo. El empleo de estos métodos de evaluacidon permitié detectar mutantes alterados
en diversos procesos que pueden estar relacionados con las diferentes componentes del
estrés salino (p.ej. componente osmatica, en una primera etapa, y componente idnica, a mas
a largo plazo). Ademas, la utilizacion de estos métodos nos proporciond una herramienta
para caracterizar de forma mas detallada los procesos alterados en un mutante concreto
cuando se vio sometido a estrés (por ejemplo, la formaciéon de raices adventicias, el

desarrollo radicular, el desarrollo reproductivo, etc).

A continuacidn se exponen los resultados mas relevantes tras el escrutinio de 887 lineas T-
DNA de la accesiéon PE47 en el que se analizaron casi 8000 plantas de S. pennellii para

detectar mutantes hipersensibles a la salinidad mediante diferentes métodos.

4.3 Evaluacion de la tolerancia al estrés salino in vitro

Para llevar a cabo estos experimentos elegimos como explante de partida el apice
meristematico de plantas axénicas de S. pennellii, es decir, la parte terminal del tallo que
incluye el meristemo apical y un pequefio segmento de unos 2 cm. Este material nos
permitid evaluar el efecto del NaCl en el desarrollo, tanto de la parte aérea como de la raiz.
Se hicieron dos tipos de experimentos: en el primero se colocaban los dpices meristematicos
sin enraizar en contacto con el agente selectivo; en el segundo, se afadia el medio con NaCl
cuando el apice meristematico ya habia desarrollado raices en un medio sin presién de
seleccion. Para llevar a cabo estos experimentos optamos por un medio de cultivo liquido
(p.ej. no solidificado con agar), ya que de esta forma podiamos cambiar el medio de cultivo
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sin alterar los explantes o las plantas (p.ej. en lugar de un subcultivo del material vegetal, lo
qgue haciamos era sustituir o cambiar el medio de cultivo). Lo que pretendiamos con estos
dos experimentos era ver como afecta la presencia de estrés salino tanto a la formacién de

nuevas raices como al posterior desarrollo de éstas.

4.3.1 Evaluacion con apices meristematicos sin enraizar

Tal y como se ha comentado antes, el primer método para evaluar la tolerancia a la salinidad
de las lineas TG1 de S. pennellii fue el cultivo de apices meristematicos no enraizados en
medio liquido con NaCl. Antes de proceder al cribado de las lineas T-DNA, se cultivaron
explantes de plantas testigo de la accesion PE47 a distintas concentraciones (0, 100, 150, 200

mM) de NaCl (Fig. 2).
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Figura 2.- Respuesta de apices meristematicos de S. pennellii PE47, que inicialmente no estaban
enraizados, al cultivo en medios liquido con diferentes concentraciones de NaCl durante 3

150 mM

o

1cm

semanas.

Los apices meristematicos cultivados sin NaCl tenian un desarrollo normal tanto de la parte
aérea como del sistema radicular. Los explantes cultivados con 200 mM de NaCl no
desarrollaron raices, presentaron la formacion de un callo desorganizado en la base del
explante, una inhibicién casi total del crecimiento de la parte aérea y sintomas de clorosis y

necrosis en las hojas. Los explantes cultivados con 150 mM de NaCl enraizaron con dificultad
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y presentaron un menor crecimiento de la parte aérea asi como clorosis en las hojas. Las
plantas que se desarrollaron a partir de los apices cultivados en medio con 100 mM de NaCl
mostraron una ligera reduccién de tamafio y leves sintomas de clorosis en las hojas basales,
pero el sistema radicular se desarrollé con total normalidad. Los leves sintomas de afeccion
por el estrés aplicado con NaCl 100 mM nos parecieron las mds adecuados para llevar a cabo
la identificacion de mutantes hipersensibles a la salinidad entre las lineas T-DNA de S.

pennellii.

Deteccion de mutantes mediante el cultivo de apices meristematicos sin
enraizar

Tras un primer cribado, en el que se evaluaron 491 lineas transgénicas independientes (seis
explantes de cada linea), se detectaron 53 lineas que mostraron alteraciones de diferentes
caracteres después de tres semanas de cultivo en un medio de enraizamiento suplementado
con NaCl 100 mM. Algunas de estas lineas presentaron una reduccién del tamano de las
plantas y/o clorosis y necrosis en las hojas. También se observaron alteraciones en el

desarrollo de las raices en varios genotipos (Fig. 3).

Figura 3.- Lineas ETSP con fenotipo silvestre o con diferentes alteraciones tras el cultivo de
dpices meristematicos no enraizados en medio liquido con 100 mM de NaCl durante 3
semanas. Fenotipo silvestre (a); linea con sintomas de necrosis (b); linea con sintomas de
clorosis (c) y linea con ausencia de enraizamiento (d). La barra representa 1 cm.
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Corroboracion del fenotipo en las lineas preseleccionadas mediante el cultivo de
apices meristematicos sin enraizar

Para corroborar los resultados del primer cribado se cultivaron de nuevo los genotipos
preseleccionados en las mismas condiciones, ademas de en condiciones control, es decir, sin
afiadir NaCl al medio de enraizamiento. De las 53 lineas evaluadas, 34 no volvieron a
presentar los sintomas inicialmente observados u otras diferencias notables en comparacién
con el testigo PE47 expuesto a las mismas condiciones. En diez genotipos las alteraciones
observadas en este ensayo no correspondieron con el fenotipo exhibido anteriormente, lo
cual refuerza la necesidad de realizar estas comprobaciones y la dificultad de trabajar con
plantas TG1. Por otra parte, nueve genotipos dieron resultados similares a los observados en
el experimento anterior, es decir, presentaron un fenotipo consistente con lo visto
previamente. Entre estas lineas, algunas presentaron un fenotipo de hipersensibilidad al
tratamiento estresante y otras diversas alteraciones del desarrollo. En este caso, incluso los

apices meristematicos cultivados sin estrés salino, tenian un crecimiento anémalo (Fig. 4).

Figura 4.- Plantas PE47 y linea ETSP hipersensible tras el cultivo de apices meristematicos no
enraizados en medio liquido con 0 mM de NaCl (parte superior de cada imagen) y 100 mM de
NaCl (parte inferior de cada imagen). Comparacion entre respuesta de PE47 exhibiendo la
formacion de raices (a) y linea hipersensible a la salinidad sin desarrollo radicular en presencia
de NaCl (b). La barra representa 1 cm.

4.3.2 Evaluacion con apices meristematicos enraizados

Como alternativa al sistema anterior, disefiamos un experimento en el que, en primer lugar,
se permitido el enraizamiento de los apices meristematicos en un medio sin presion de

seleccion y, a continuacion, con el explante ya enraizado, se aplicd la presidon de seleccién.
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De esta forma, lo que esperdbamos era detectar mutantes afectados, no en la emergencia

de raices adventicias, sino en el crecimiento y desarrollo radicular en medios salinos.

Con el fin de ver la adecuacion de este método, lo primero que hicimos fue estudiar el
comportamiento de las plantas testigo en diferentes concentraciones de NaCl, a fin de elegir
la mds adecuada para el cribado. Los dpices meristematicos del testigo (PE47) se cultivaron
de forma individual durante tres semanas en un medio liquido IAA 0,1 mg-L"". Después de
este periodo, el medio liquido fue sustituido por otro con los mismos componentes a los que
se les afiadia diferentes concentraciones de NaCl para continuar el cultivo durante otras tres

semanas (Fig. 5).

Figura 5.- Apices meristematicos de S. pennellii PE47 enraizados durante 21 dias en medio
liquido sin NaCl y subcultivados durante 21 dias en el mismo medio liquido sin NaCl (izquierda),
con NaCl 100 mM (centro) y NaCl 200 mM (derecha). La barra representa 1 cm.

En el medio con NaCl 100 mM se observé una notable reduccion del tamafio de la parte
aérea, asi como un engrosamiento del tallo y la presencia de hojas cloréticas. En cambio, en
el medio con NaCl 200 mM, aparte del menor crecimiento y la clorosis foliar, las raices
tenian un menor desarrollo. Por tanto, en este caso, seleccionamos una concentracion de

NaCl 200 mM como la mas adecuada para llevar a cabo la deteccién de los mutantes.
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Deteccion de mutantes mediante cultivo de apices meristematicos enraizados

Se evaluaron 292 lineas transgénicas independientes (8 explantes de cada linea) en este
sistema de cultivo. En 17 de ellas se observaron alteraciones notables. Seis lineas exhibian
una detencién del crecimiento aéreo y radicular. Cuatro lineas mostraron una reduccién de
crecimiento; entre ellas, destacd una por su clorosis y ausencia de engrosamiento de tallo en
condiciones salinas. Esta ausencia de engrosamiento del tallo pudo observarse en dos lineas
mas y en otras tres se observé la formacion de pequenas inflorescencias. Por ultimo, otras
dos lineas presentaron fenotipos alterados, una con graves sintomas de hiperhidratacién, y
otra con un crecimiento similar en medios con y sin NaCl y mds vigorosa que el testigo PE47

en condiciones salinas (Fig. 6).

Figura 6.- Plantas obtenidas tras el cultivo de apices meristematicos previamente enraizados en
medio liquido con 200 mM de NaCl. a) Testigo PE47; lineas ETSP b) sin el engrosamiento tipico
del tallo; c) con un crecimiento mas vigoroso que el testigo en condiciones salinas; d) con un

crecimiento reducido y e) con floracidn in vitro. La barra representa 1 cm.
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Corroboracion del fenotipo en las lineas preseleccionadas mediante el cultivo
de apices meristematicos enraizados

Para corroborar los resultados obtenidos en los experimentos anteriores se realizdé un nuevo
experimento en el que se cultivaron apices meristematicos enraizados en el medio selectivo
a partir de genotipos preseleccionados en los anteriores ensayos. De cada una de las 57
lineas evaluadas se cultivaron 5 réplicas clonales en condiciones salinas (NaCl 200 mM) y
otras 5 en el mismo medio sin sal. Para permitir un mejor desarrollo y facilitar las

observaciones, se cultivé cada planta en un recipiente.

Entre las lineas preseleccionadas, 14 presentaron un fenotipo similar al anteriormente
detectado. La presencia de clorosis en las hojas, acompafiada en algunos casos por un
engrosamiento del tallo, fue una de las alteraciones mas frecuentes. También se observaron
algunas plantas con sintomas de hiperhidratacién. Aunque esta alteracion puede aparecer
con cierta frecuencia entre las plantas cultivadas in vitro, no es frecuente en el caso de S.
pennellii. Aun asi, sélo se seleccionaron las lineas que presentaron estos sintomas de forma
consistente en varios experimentos, ya que podrian estar afectadas en algin mecanismo de
absorcion o transporte de agua. Por ultimo, se pudo corroborar el fenotipo de algunos
mutantes que exhibian distintas alteraciones, como ausencia de enraizamiento, crecimiento

reducido de la parte aérea, floracién temprana y mayor numero de tricomas.

Tras realizar todos estos experimentos se seleccionaron algunos mutantes con cambios en
diversos caracteres relacionados con la tolerancia al estrés. A continuacion se presenta la
caracterizacion inicial de los dos mutantes mas interesantes identificados mediante esta

estrategia de evaluacion in vitro.

4.3.3 Caracterizacion del mutante 4165 ETSP

La linea 4165 ETSP fue seleccionada en el primer escrutinio por las alteraciones en la parte
aérea. El fenotipo se observé en condiciones control, pero, tras el tratamiento salino los
sintomas fueron mucho mas acentuados. Los niveles de clorosis no fueron excesivos, pero
las plantas exhibian hiperhidratacion, lo que se manifestaba por el aspecto casi transparente

de sus hojas, asi como por la fragilidad de los tallos (Fig. 7).
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Figura 7.- Crecimiento de apices meristematicos previamente no enraizados de la linea 4165
ETSP cultivados durante tres semanas en medios de enraizamiento sin NaCl (arriba) y con 100
mM de NaCl (abajo). La barra representa 1 cm.

Las observaciones con plantulas enraizadas antes de la aplicacién del estrés salino fueron
parecidas. En ambos medios, sin y con sal, las plantas mostraron una buena capacidad de
crecimiento. Ademas, debido a la duracién prolongada del tratamiento, los sintomas
anteriormente descritos fueron mas pronunciados. En concreto, en el medio sin sal los
sintomas de hiperhidratacion se acentuaron, desarrollandose hojas deformadas y con
aspecto cristalino. Ademads, en estas condiciones se observd también la aparicidon de
multiples raices adventicias en el tallo. Por otra parte, en condiciones salinas las plantas
tuvieron un crecimiento ligeramente reducido y mostraron una clorosis pronunciada en las

hojas (Fig. 8).

Figura 8.- Crecimiento de apices meristematicos previamente enraizados de la linea 4165 ETSP
y cultivados durante tres semanas en diferentes medios. a) Desarrollo de hiperhidratacion en
un medio suplementado con 0 mM de NaCl. b) Plantas con sintomas de clorosis en un medio
suplementado con 200 mM de NaCl. La barra representa 1 cm.
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Por los resultados de estos experimentos, se puede concluir que la linea 4165 ETSP mostré
en cultivo in vitro una menor tolerancia frente al estrés salino que la accesion PE47. Estos

resultados tendran que ser corroborados en posteriores experimentos.

4.3.4 Caracterizacion del mutante 515 ETSP

Mientras que en un medio sin NaCl los apices meristematicos sin raices de la linea 515 ETSP
mostraron un desarrollo normal y fueron capaces de enraizar, los apices meristematicos
cultivados en condiciones salinas exhibieron una clorosis pronunciada y necrosis en los
bordes de los foliolos. El crecimiento de las raices adventicias también se vio afectado. Si
bien se producia la emergencia de raices adventicias en la base del explante, su longitud no

superaba los 2-3 mm de longitud (Fig. 9).

Figura 9.- Crecimiento de apices meristematicos no enraizados previamente de la linea 515
ETSP cultivados durante tres semanas en medios de enraizamiento con 0 mM de NaCl (arriba) y
100 mM de NaCl (abajo). La barra representa 1 cm.

Estas observaciones se confirmaron con explantes enraizados antes de aplicar el estrés
salino. Al cultivar los apices meristematicos enraizados en el medio sin sal el desarrollo fue
idéntico al de las plantas silvestres. Sin embargo, en condiciones salinas tanto la parte aérea
como la radicular tuvieron un crecimiento muy reducido, alcanzando un tamafo equivalente
a la mitad de lo que crece un testigo en esas mismas condiciones. Por tanto, la sal ocasiona
un fuerte efecto, manifestandose ademas en el diametro del tallo, donde se produce un

engrosamiento destacable desde el inicio del tratamiento (Fig. 10).
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Figura 10.- Crecimiento de apices meristematicos previamente enraizados de la linea 515 ETSP cultivados
durante tres semanas en distintos medios. a) Desarrollo normal en un medio con 0 mM de NaCl. b) Plantas
con un tamaio reducido y un elevado diametro del tallo en un medio con 200 mM de NaCl. La barra
representa 1 cm.

En definitiva, en los experimentos realizados hasta el momento se ha visto que la linea 515
ETSP presenta sintomas de sensibilidad al estrés salino mientras que en condiciones

normales no se ha detectado ninguna alteracion.

4.4 Evaluacion de la tolerancia al estrés salino in vivo:
sistema hidropdnico pasivo

Cuando se pretende realizar un escrutinio in vivo para la deteccién de mutantes alterados en
el nivel de tolerancia a estrés salino, lo habitual es realizar el ensayo en un invernadero. Este
método, aunque fiable, no esta exento de problemas. En primer lugar, si lo que se persigue
es llevar a cabo un escrutinio de un elevado niumero de lineas T-DNA a medio o largo plazo,
se precisa una gran superficie de invernadero. Al problema que supone la disponibilidad de
espacio hay que sumarle el tiempo requerido. En efecto, la evaluacién a medio plazo de un
cultivar de tomate, o de una accesion de una especie silvestre relacionada, requiere un
periodo de 1,5 a 2 meses, mientras que si se trata de una evaluacién a largo plazo el periodo
se extiende a 4-6 meses. Obviamente, el nUmero de evaluaciones por afio es limitado, y no
solo por el periodo requerido para cada evaluacion, sino porque no todas las épocas del afio
son adecuadas a la hora de llevar a cabo una evaluacion en invernadero, es decir, no es lo

mismo hacer una evaluacion en el periodo otofio-invierno que en el de primavera-verano.
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Ademas, cuando lo que se pretende es evaluar plantas TG1 (que es lo que necesitdbamos
hacer en el caso de las lineas T-DNA de S. pennellii) hay un problema adicional: para que la
evaluacién sea fiable hay que obtener un numero suficiente de réplicas clonales, lo que

supone un esfuerzo adicional.

En teoria, algunos de los problemas mencionados, excepto el que se refiere a la superficie
requerida, se pueden solventar utilizando un invernadero como el que disponemos en el
IBMCP, ya que, a diferencia de los invernaderos habituales, éste dispone de un sistema que
permite controlar las variables ambientales, al menos hasta cierto punto. De hecho, en este
invernadero podemos hacer evaluaciones de tomate, asi como de otras especies horticolas,
a lo largo de practicamente todo el afio. Sin embargo, en el caso de algunas accesiones de
especies silvestres relacionadas con el tomate hay que interpretar con cuidado los
resultados de una evaluacién o, al menos, conviene tener en cuenta las peculiaridades del
material vegetal. Por ejemplo, las accesiones que nosotros utilizamos de S. cheesmaniae o
de S. galapagense no se adaptan bien al entutorado habitual en cultivares indeterminados
de tomate. Cuando se cultivan estas accesiones lo mejor es dejar que las plantas crezcan
libremente (de forma similar a lo que suele hacerse con un cultivar de tomate de tipo
determinado en el campo), pero esto supone una superficie excesiva. Alternativamente, las
plantas de las accesiones de S. pennellii o S. pimpinellifolium se adaptan razonablemente
bien al entutorado tradicional en tomate, pero cuando se cultivan en el invernadero antes
mencionado no se desarrollan como lo hacen en otros no tan sofisticados, sino de tipo mas
convencional. No estamos seguros de cual es la causa, pero pensamos que puede deberse a
la menor irradiacion UV. El invernadero en cuestion no es de tipo tradicional, sino que tiene
una doble estructura, es decir, es como si fuera un invernadero dentro de otro. Desde luego
tiene la ventaja de que cumple con creces la estricta normativa sobre el cultivo de plantas
transgénicas, pero el doble techo de plastico reduce la iluminacion y filtra en exceso la
radiacion UV. Esto no representa ningun problema para el cultivo del tomate, pero puede
que si lo sea para algunas especies silvestres. En concreto, el habitat natural de algunas
accesiones de S. pennellii o de S. pimpinellifolium (p.ej. desierto de Atacama) se caracteriza
por unas condiciones extremas, no solo de alta temperatura, déficit hidrico en el suelo y baja
humedad (excepto a las primeras horas del dia, por las nieblas matinales), sino también por
el exceso de radiacion UV. Segln opinan algunos expertos (Dr. Rafael Ferndndez Muioz,

comunicaciéon personal), algunos ecotipos de estas especies no solo estan adaptados al
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exceso de radiacidon UV, sino que precisan de un nivel suficiente de radiacién para que su
desarrollo sea dptimo. En apoyo de esta opinién, hemos comprobado que las plantas de una
accesioén de S. pimpinellifolium se desarrollan y fructifican perfectamente en un invernadero
de la Universidad de Almeria, pero no en otro en el que se afiadié una cubierta que filtra la
radiacion UV para el control de ciertas plagas (Dr. Rafael Lozano, comunicacién personal). En
definitiva, esta puede ser la causa de que las plantas de S. pennellii no se desarrollen
perfectamente en invernaderos de doble techo, como el nuestro, o en aquellos otros en los

que la cubierta filtre en exceso la radiacién UV.

4.4.1 Evaluacion a corto plazo de la coleccion de lineas T-DNA de S.
pennellii mediante un sistema hidropdnico pasivo

Por las razones anteriormente expuestas, intentamos desarrollar un método de escrutinio
gue combinara las ventajas de una evaluacién in vitro (p.ej. ambiente controlado,
homogeneidad, rapidez, etc.) con las de una evaluacién in vivo (p.ej. cultivo de las plantas en
un ambiente, o en unas condiciones, mas préximas a la situacion real). En caso de lograrlo,
tendriamos un sistema fiable que, ademads, permitiria realizar el escrutinio de un gran

numero de plantas.

Tras varias pruebas, se disefid un sistema de cultivo en el que se colocaba un bote de vidrio
con el medio liquido vy, encajado sobre él, la maceta con el sustrato y la planta aclimatada.
Ambos recipientes se conectaban mediante unas tiras de bayeta que permitian que el medio
liquido, con o sin sal, llegara a la maceta de forma que la planta se pudiera nutrir. Se partia de
material esterilizado (medio liquido, bote de vidrio, sustrato,...) y el conjunto se cubria con
papel de aluminio para disminuir el crecimiento de microorganismos. Como en los casos
anteriores, inicialmente se evaluaron los efectos de concentraciones crecientes de NaCl en

plantas silvestres de la accesidon PE47 de S. pennellii (Fig. 11).
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Figura 11.- Comparacion de plantas de S. pennellii PE47 en el sistema de capilaridad tras 14 dias
a concentraciones de 0, 100, 200, 300 y 400 mM de NaCl (respectivamente de izquierda a
derecha). La barra representa 1 cm.

En las plantas cultivadas con 100 mM de NaCl se observé un efecto positivo de la sal
respecto del crecimiento vegetativo de los testigos a 0 mM, es decir, las plantas sometidas al
tratamiento salino desarrollaron mas biomasa que las cultivadas sin ningin NaCl. Por otro
lado, concentraciones a partir de 300 mM NaCl afectaban demasiado al crecimiento de las
plantas y redujeron el desarrollo hasta un nivel que podria dificultar la identificacidon de
posibles mutantes. En base a estos resultados se decidid utilizar una concentraciéon de NaCl
200 mM, ya que en estas condiciones solo se observd una ligera reduccidn del tamafio de las

plantas respecto del tratamiento control.

Para estudiar la adecuacion de este sistema, se evaluaron 152 lineas T-DNA de la coleccidn
de S. pennellii. Elegimos 104 que no habian sido previamente evaluadas y se cultivaron 6
réplicas clonales de cada linea con 200 mM de NaCl, a fin de ver si detectdbamos algun
fenotipo interesante. Ademads, se evaluaron otras 48 lineas que habian mostrado algln
resultado interesante en los experimentos previos de evaluacién in vitro. En este caso se

cultivaron 6 plantas en condiciones salinas y 6 en condiciones control.

Gracias a esta nueva metodologia se ha podido comprobar que en diez lineas T-DNA
seleccionadas en los experimentos previos (identificacion de mutantes in vitro) se
corroboraba el fenotipo observado. Ademas, se ha podido mejorar la caracterizacidon
fenotipica de estos mutantes gracias a la observacion de las plantas crecidas en estas
condiciones. Por otro lado, se han detectados nuevos mutantes con alteraciones en la
respuesta in vivo que no mostraban ninguna diferencia con el testigo en los experimentos de
cultivo in vitro y otros dos mutantes entre las lineas evaluadas por primera vez. A

continuacion se presentan las lineas que mostraron unos resultados mas interesantes.
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4.4.1.1 Caracterizacion del mutante 4268 ETSP

El mutante 4268 ETSP se detectd en el experimento de cultivo de dpices meristematicos sin
enraizar en medio salino. En estas condiciones se observaron sintomas de clorosis y necrosis
en las hojas de las plantas cultivadas a 100 mM NaCl. También se vio que el enraizamiento
adventicio estaba afectado, ya que sélo uno de los explantes evaluados fue capaz de formar
raices rudimentarias. Este resultado se corrobord en el siguiente ensayo, en el cual se
compararon el crecimiento de explantes sin enraizar en medios con 0 y 100 mM NaCl. Se
observd que la reduccidén del tamafio de la planta fue consistente con los resultados
obtenidos anteriormente. En el cultivo en maceta se presentd de nuevo la notable reduccién
del crecimiento como caracteristica principal del mutante 4268 ETSP, resultando en plantas

qgue no llegaron a alcanzar la mitad de tamano de los testigos (Fig. 12).

Figura 12.- Comparacion de dos plantas testigo (izquierda) con dos plantas de la linea 4268
ETSP (derecha). a) Plantas WT procedentes del cultivo de apices meristematicos sin enraizar
previamente con un desarrollo normal a 100 mM de NaCl y plantas mutantes sin desarrollo
radicular, un menor tamafio y sintomas de clorosis y necrosis. b) Plantas WT exhiben en el
sistema hidropdénico con 200 mM de NaCl con un fenotipo normal y plantas de la linea 4268
ETSP con un menor tamafo. La barra representa 1 cm.
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En resumen, los resultados de varios experimentos indican que la linea 4268 ETSP es un
mutante dominante que presenta problemas de enraizamiento, asi como una reduccién de

tamafio en presencia de estrés salino tanto in vitro como in vivo.

4.4.1.2 Caracterizacion del mutante 4388 ETSP

Esta linea se preselecciond porque en la evaluacion de apices meristematicos sin enraizar las
hojas de los explantes cultivados con sal presentaban cierta clorosis, mientras que los
cultivados en condiciones control no tenian estos sintomas. Ademas, se observé que algunas
yemas axilares de los explantes comenzaron a brotar. Tras la evaluacién de los 3pices
meristematicos enraizados se pudo comprobar que las plantas sometidas a estrés

presentaron el mismo tipo de clorosis que los explantes de los experimentos anteriores.

Tras cultivar la linea 4388 ETSP en el sistema hidropdnico, ademads de corroborar el fenotipo
de clorosis anteriormente visto en los ensayos in vitro, se observé que las plantas cultivadas
en macetas con tratamiento salino (NaCl 200 mM) mostraron una reduccion considerable de

tamafio en comparacién con los testigos cultivados sin sal (Fig. 13).

Figura 13.- Plantas de la linea 4388 ETSP tras 40 dias de cultivo en el sistema hidropénico.
a) Comparacion de plantas cultivadas con 0 mM (izquierda) y 200 mM (derecha) de NaCl. b)
Comparacion de hojas de ambas plantas con sintomas de clorosis en presencia de NaCl
(derecha). La barra representa 1 cm.
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En resumen, los resultados obtenidos indican que es un mutante dominante que presenta
un fenotipo de clorosis tanto in vitro como in vivo, siempre que es sometido a condiciones
de estrés salino. Lo mas interesante es que el fenotipo aparece en condiciones de estrés
salino, pero no cuando las plantas se cultivan en ausencia de NaCl. Esto indica que no se
trata de un mutante del desarrollo, sino que estd afectado en un gen que interviene en
algunos de los mecanismos que confieren la tolerancia a estrés salino en la accesién PE47 de

S. pennellii.

4.4.1.3 Caracterizacion del mutante 5442 ETSP

La deteccion de este mutante se realizé en el ensayo de cultivo de dpices meristematicos
enraizados con tratamiento salino. La alteracion mads significativa fue la floracién de estos
apices meristematicos in vitro tras seis semanas de cultivo, las tres ultimas con 200 mM de
NaCl. No se observd ninguna otra alteracién (p.ej. menor tamafio, clorosis, falta de

turgencia,...) que pudiera relacionarse con hipersensibilidad al estrés salino.

El fenotipo de floracién temprana se pudo corroborar en el ensayo con el sistema
hidropdnico. En estas condiciones, las inflorescencias aparecieron en tan solo 5 semanas de

cultivo y las flores alcanzaron el estadio de antesis (Fig. 14).

Figura 14.- Comparacion de una planta testigo (izquierda) con la linea 5442 ETSP (derecha) tras
35 dias de cultivo en sistema hidropdnico con 200 mM de NaCl. La barra representa 1 cm.

En resumen, este mutante es muy interesante por su respuesta de floracidn temprana

cuando la planta se ve sometida a un tratamiento estresante.
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4.4.1.4 Caracterizacion del mutante 5509 ETSP

Al cultivar diversas réplicas clonales de la linea 5509 ETSP en ausencia de NaCl se pudo ver
que las plantas mostraban el mismo fenotipo que las plantas WT (accesion PE47). En cambio,
cuando se realizé un tratamiento con 200 mM de NaCl se observé que las plantas de la linea

5509 ETSP exhibian una notable reduccién en el crecimiento (Fig. 15).

En experimentos paralelos a los descritos en este apartado intentamos adaptar este sistema
a la evaluacion de la tolerancia a estrés hidrico. Para ello, lo que se hacia era interrumpir el
riego de forma que las plantas sufrieran un déficit hidrico. En concreto, se evaluaron 24
lineas (6 réplicas clonales por linea) en las que no se aprecid ningun fenotipo resefiable. En
cambio, al cultivar réplicas clonales de la linea 5509 ETSP en condiciones de estrés hidrico, se
observd una notable acumulacidon de antocianinas en el envés de la hoja, lo cual suele

asociarse a un sintoma de sensibilidad.

Figura 15.- Plantas de la linea 5509 ETSP cultivadas en el sistema hidropdnico. a) Comparacién
de dos plantas 5509 ETSP cultivadas en el sistema hidroponico con 0 mM de NaCl (izquierda)
con dos plantas cultivadas con 200 mM de NaCl (derecha). b) Detalle de la coloracién del envés
de las hojas sometidas a tratamiento de estrés hidrico. La barra representa 1 cm.

En conjunto, los resultados sugieren que la linea 5509 ETSP es sensible tanto a la salinidad

como al estrés hidrico.

Asi mismo, los resultados indican que este sistema, disefiado para evaluar tolerancia a la

salinidad, podria servir también para evaluar tolerancia al estrés hidrico.
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4.4.2 Evaluacion a corto plazo mediante un sistema hidropodnico
pasivo de la coleccion de lineas T-DNA de tomate

A partir de los buenos resultados obtenidos en la evaluacion de lineas T-DNA de S. pennellii
mediante este sistema de cultivo, se decidié adaptar esta misma metodologia a la evaluacion
de lineas de tomate. En este caso, no se partia de dpices meristematicos enraizados sino de
plantulas procedentes de semilla, por lo que era necesario realizar los experimentos

adecuados para ajustar el procedimiento a las caracteristicas del material vegetal.

Para ello, se evaluaron las plantas testigo (P73 y Money Maker) en diferentes concentraciones
salinas. Ademas, se evalud el mutante hipersensible a la sal 698 ETMM como prueba de
concepto, ya que esta linea estad perfectamente caracterizada y puede servir para validar la
utilidad de este sistema a la hora de evaluar la tolerancia a la salinidad en otras lineas de
tomate. Por ultimo, una vez puesta a punto la metodologia, se evaluaron diferentes lineas
preseleccionadas de tomate que habian presentado alguna alteracién pero que no estaban

suficientemente caracterizadas.
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4.4.2.1 Evaluacion de los testigos (Money Maker y P73)

Al igual que en los ensayos anteriores, la primera fase consistio en la evaluacion de los
testigos, en este caso los cultivares comerciales de tomate Money Maker y P73 con distintas

concentraciones de estrés salino (Fig. 16).

Figura 16.- Evaluacion del desarrollo de plantas procedentes de semilla de dos variedades de
tomate en presencia de NaCl. Plantas de Money Maker (a) y P73 (b) tras 20 dias en el sistema
hidropénico con 0, 100, 150 y 200 mM de NaCl (de izquierda a derecha) con un aumento
progresivo de sintomas. La barra representa 1 cm.
El aumento del contenido de NaCl en la solucidn nutritiva causé una reduccidn gradual del
tamafio de la planta, asi como el oscurecimiento en el color verde de las hojas lo que suele
considerarse como un sintoma de sensibilidad al estrés salino. El tratamiento de 200 mM de
NaCl produjo una disminucién en el crecimiento de las plantas y sintomas de clorosis en las

hojas, pero no ocasiond la muerte de las plantas. Por este motivo decidimos seleccionar esta

concentracién de NaCl para los ensayos con las lineas T-DNA de tomate.

Ademas, para comprobar que este sistema era valido para la deteccion de plantas con un
nivel de tolerancia al estrés salino alterado, se evalué el mutante 698 ETMM, un mutante

hipersensible de tomate caracterizado previamente en nuestro laboratorio.
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4.4.2.2 Evaluacion del mutante 698 ETMM mediante el sistema de cultivo
hidroponico pasivo

El mutante 698 ETMM fue seleccionado en nuestro grupo por mostrar sintomas de
hipersensibilidad al estrés salino. En ausencia de estrés, esta linea se comporta como una
planta testigo; sin embargo, cuando se cultiva en presencia de NaCl, exhibe una respuesta
hipersensible, que se manifiesta principalmente por una clorosis pronunciada y alteraciones

en el desarrollo de diversos érganos, como cotiledones, tallo y hojas.

En la prueba de concepto para evaluar el sistema hidropdnico se utilizaron semillas de una
linea TG3 homocigodtica para el alelo mutante (698-28 ETMM) y una TG3 homocigética para
el alelo WT (698-9 ETMM). A todos los efectos, las plantas de la primera linea se comportan
como el mutante 698 ETMM, mientras que las de la segunda son equivalentes a las plantas
WT. Las plantas de ambas lineas fueron cultivadas en tres concentraciones de NaCl (0, 100 y
200 mM) para observar su comportamiento. Como era de esperar, las plantas de ambas
lineas se desarrollaron normalmente en condiciones control (p.ej. en ausencia de
tratamiento salino). Tal y como sucede con las plantas del cultivar original (Money Maker),
las plantas homocigéticas para el alelo WT no mostraban ninguna alteracién a corto plazo en
condiciones de estrés salino. En cambio, las plantas de la linea homocigdtica para el alelo
mutante cultivadas en medios con 100 o 200 mM de NaCl mostraban las primeras
alteraciones a muy corto plazo. En efecto, a los 4 dias de incubacion las hojas de estas
plantas exhibian sintomas de clorosis, mas extremos si cabe con el tratamiento de 200 mM
de NaCl. Los resultados indicaron que este sistema de evaluacién permite detectar una

respuesta de hipersensibilidad a la sal a muy corto plazo (Fig. 17).
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Figura 17.- Evaluacion del desarrollo de las hojas de plantas mutantes de la linea 698 ETMM
(TG3 homocigética para el alelo mutante 698-28 ETMM) y plantas hermanas de fenotipo WT
(TG3 homocigética para el alelo WT 698-9 ETMM) tras 4 dias en el sistema hidropdnico con
diferentes concentraciones de NaCl. La barra representa 1 cm.

El cultivo se mantuvo durante 35 dias para permitir que las plantas crecieran mas tiempo.
Aparte de la clorosis, la presencia de NaCl causd el engrosamiento del tallo, un menor
crecimiento de la planta, una reduccidon de la superficie foliar y un marchitamiento

adelantado de las hojas mds antiguas (Fig. 18).

Figura 18.- Evaluacion del desarrollo de diferentes descendencias de la linea 698 ETMM en
presencia de 0, 100 y 200 mM de NaCl (de izquierda a derecha) en el sistema hidropénico tras
35 dias de cultivo. a) TG3 homocigotica para el alelo WT (698-9 ETMM) con un desarrollo
normal. b) Plantas hermanas TG3 homocigética para el alelo mutante (698-28 ETMM) con
fenotipo mutante en presencia de NaCl. La barra representa 1 cm.
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Con este experimento se pudo comprobar que el sistema de cultivo hidropdnico permitia
detectar plantas con un marcado fenotipo de hipersensibilidad a la sal, tanto a corto plazo (4
dias) como a medio plazo (35 dias), con el ahorro de tiempo y espacio que esto conlleva
cuando se compara con los métodos de evaluacion tradicionales en invernadero. Ademas, al
realizar las evaluaciones en una camara de cultivo se podian controlar de una forma mas
precisa las variables ambientales. Por este motivo decidimos utilizar este sistema para

caracterizar mutantes preseleccionados de tomate identificados en nuestro grupo.

4.4.2.3 Evaluacidn de lineas T-DNA de tomate preseleccionadas

Después de las pruebas iniciales se evaluaron las descendencias de 68 lineas de tomate para
estudiar el efecto del estrés salino en su desarrollo mediante el sistema de cultivo
hidropénico. Para ello, se cultivaron mas de mil quinientas plantas transgénicas de Money
Maker (11 lineas segregantes TG2 y 27 lineas TG3 homocigodticas para la mutacién) y P73 (15
lineas segregantes TG2 y 15 lineas TG3 homocigdticas para la mutacién) transformadas con
la trampa de intensificadores. A continuacidn se presentan los resultados de la linea que dio

los resultados mas interesantes.

44.24 901ET73

El mutante 901 ET73 fue detectado por primera vez en una evaluacién de su descendencia
TG2 in vivo en condiciones control. Esta linea se caracterizé por un menor tamafio en
comparacion con el WT y una curvatura de las hojas hacia arriba y abajo, sintomas que

presentaron 6 de las 12 plantas evaluadas (Fig. 19).
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Figura 19.- Plantas TG2 de la linea 901 ET73 cultivadas en el invernadero. a) Comparacién entre
fenotipo silvestre (izquierda) y mutante con (derecha). b) Detalle de la curvatura de las hojas

como consecuencia de la pérdida de turgencia de una planta mutante (flechas blancas).

En el sistema de capilaridad se detectaron las primeras alteraciones diez dias después de la
germinacidon y antes de la aplicacion del estrés salino. Seis de las 23 plantas cultivadas
mostraron un crecimiento reducido y un color verde mads oscuro en los cotiledones y hojas

desarrolladas hasta este momento (Fig. 20).

Figura 20.- Plantas TG2 de la linea 901 ET73 cultivadas en el sistema hidropdnico. Comparacion
entre fenotipo silvestre (a) y mutante con un desarrollo alterado (b) diez dias después de la
germinacion y antes de aplicar el tratamiento estresante. La barra representa 1 cm.

A los 16 dias del tratamiento (26 dias tras su germinacién), las plantas silvestres tuvieron
entre 5y 6 hojas verdaderas y un tamano de 7-9 cm mientras las plantas mutantes formaron

solamente 3 fitdmeros y llegaron a la mitad de la altura de los WT.
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En un segundo ensayo, en el cual se compararon 24 plantas cultivadas en ausencia de estrés

salino con 25 expuestas a 200 mM, fue posible corroborar las observaciones anteriores y

demostrar que el fenotipo mutante era independiente de la presencia de la sal (Fig. 21).

Figura 21.-Plantas TG2 de la linea 901 ET73 con fenotipo silvestre (WT) y mutante (M) tras 26
dias a0 mM y 200 mM de NaCl en el sistema hidropdnico. La barra representa 1 cm.

Las segregaciones fueron 18 WT : 6 M, a 0 mM, y 19 WT : 6 M, a 200 mM, lo que esta de
acuerdo con una mutacion recesiva. Los cambios mas destacables fueron una reduccién del

tamariio y de la superficie foliar en los mutantes.

Una vez finalizado el experimento, tras 42 de cultivo en ausencia de sal, se observd la
disminucién del sistema radicular en los mutantes respecto de las plantas con fenotipo

silvestre (Fig. 22).

Figura 22.-Plantas TG2 de la linea 901 ET73con fenotipo silvestre (WT) y mutante (M) tras 42
dias de cultivo sin sal en el sistema hidropodnico. La barra representa 1 cm.
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El fenotipo mutante se pudo observar también en un experimento in vitro en el que se aplicé
el estrés salino desde el momento de la germinacién. Cultivando semillas en un medio de
germinacién con NaCl 100 mM las plantulas no eran capaces de desarrollar ninguna raiz y su

crecimiento se detenia (datos no mostrados).

Seis plantas mutantes y tres silvestres cultivadas sin estrés salino en el sistema hidropdnico
se trasladaron al invernadero para continuar su evaluacion y obtener semillas de
autofecundacién y retrocruce. Mientras las silvestres no mostraron alteraciones en estas
condiciones, fue posible detectar una serie de cambios en las plantas mutantes. En primer
lugar, visualizamos una necrosis de las hojas en el extremo del foliolo y en las hojas mas
jovenes de las plantas. Esta necrosis inicial se extendié hasta que afecté a la parte apical de
la planta y resultd finalmente en el colapso de la parte superior del tallo principal. Durante
este proceso, por debajo de la zona daifada, se inicidé la formacidén de brotes laterales. Al
alcanzar estos nuevos brotes un cierto nivel de desarrollo, se desencadend la misma
secuencia de alteraciones, finalizando con el colapso de la parte terminal de los nuevos
brotes que se habian desarrollado. El resultado de este proceso es una planta con multiples

brotes axilares que no crecen en altura (Fig. 23).

Figura 23.- Plantas TG2 de la linea 901 ET73 cultivadas en el invernadero. a) Fenotipo silvestre
con un desarrollo normal y plantas mutantes con diversas alteraciones (b-f). Detalles del
fenotipo mutante con falta de turgencia en las hojas (c), una elevada brotacion lateral (e) y una
senescencia prematura de hojas (f).

92



Resultados

Como consecuencia del colapso de los tallos a partir de cierta longitud, la formacién de
flores fue escasa y el Unico fruto formado en las seis plantas cultivadas no llegd a madurar,

por lo que no se pudieron obtener semillas de las plantas mutantes.

Debido al interés de este mutante y la imposibilidad de obtener descendencias se decidid
reintroducir explantes de apices meristematicos de plantas cultivadas en el invernadero en
cultivo in vitro. Por desgracia, tras su esterilizacién, los brotes fueron incapaces de enraizar y

su desarrollo se detuvo (Fig. 24).

Figura 24.- Ausencia de enraizamiento en explantes de apices meristematicos reintroducidos al
cultivo in vitro a partir de plantas mutantes de la linea 901 ET73. Vista frontal (a) y desde abajo
(b) de los explantes cultivados en un medio de enraizamiento. La barra representa 1 cm.

Para profundizar en la caracterizacidn de este mutante y puesto que se habian observado
unos engrosamientos andmalos en los tallos de las plantas del invernadero, se realizaron
cortes histoldgicos con floroglucinol (tifie la lignina de rojo) y azul de anilina (tifie la calosa de
azul). En estas tinciones se vio que el mutante presenta una activacion local del cambium

vascular causando un engrosamiento del floema (Fig. 25).
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Figura 25.- Tallos y cortes histoldgicos de una planta mutante de la linea 901 ET73. A) Material
de partida con engrosamiento en el tallo utilizado para cortes longitudinales. Secciones de
engrosamiento tefiidas con b) floroglucinol y c) azul de anilina. D) Material de partida para
cortes transversales a 10 cm del apice. Tinciones con floroglucinol de e) una planta WT vy f)
mutante. La barra representa 1 mm.

Aunqgue se ha comprobado la no cosegregacion de fenotipo mutante con un inserto de T-

DNA, se va a seguir investigando este mutante por el interés de su fenotipo.
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4.5 Deteccion de mutantes del desarrollo en la coleccidon
de lineas T-DNA de S. pennellii

En este apartado se presentan los resultados de los tres mutantes afectados en caracteres
del desarrollo que se identificaron al cultivar las plantas TG1 en medio sin NaCl (un mutante

dominante) y algunas descendencias TG2 (dos mutantes recesivos).

4.5.1 4196 ETSP

Descripcion del fenotipo mutante

Entre otras muchas alteraciones, las caracteristicas principales del mutante fueron el retraso
del crecimiento de la parte aérea y la morfologia andmala de sus hojas. Las plantas WT que
se clonaron junto con esta linea crecian unos quince centimetros hasta alcanzar la tapa del
recipiente después de cuatro semanas, mientras que el mutante no crecia mas de cinco
centimetros en el mismo tiempo. Por otra parte, en cultivo in vitro, presenté un buen
enraizamiento en la base, asi como una gran cantidad de raices adventicias a diferentes
alturas de los tallos. Ademas, la linea 4196 ETSP tenia foliolos arrugados y gruesos, con
bordes menos aserrados. Esta alteracién, causada aparentemente por un engrosamiento de
las zonas internerviales del limbo, dio a la planta un aspecto craso o suculento. Ademas, se

observé una gran cantidad de tricomas en la superficie de toda la planta (Fig. 26).
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Figura 26.- Apices y hojas de plantas de fenotipo silvestre y plantas TG1 de la linea 4196 ETSP.
A) Comparacion de apices de plantas con fenotipo silvestre (izquierda) y mutante (derecha). B)
Detalle de la hoja del WT (izquierda) y de las hojas anémalas de la parte terminal de un tallo
del mutante (derecha). La barra representa 1 cm.

Tras su aclimatacidn, se cultivaron varias plantas en el invernadero donde se observé que el
fenotipo detectado in vitro se mantenia. Las hojas seguian presentado el mismo tipo de
alteraciones y el ritmo de crecimiento era muy inferior al de las plantas testigo. Las primeras
inflorescencias tardaron mas de cinco meses en desarrollarse, cuando en esas mismas
condiciones una planta testigo florece a los dos meses. Las inflorescencias eran de menor

tamafio y con un menor numero de flores (Fig. 27).

Figura 27.- Planta TG1 de la linea 4196 ETSP cultivada en el invernadero. A) Tamafio tras mas de
cinco meses de cultivo. Detalle de una inflorescencia (b) y de una flor (c). La barra representa 10 cm.
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Las flores del mutante se caracterizaron por presentar un tamafo que no superd los 5 mm,
mientras que las de la accesién PE47 miden mds de un centimetro de longitud. Ademas, el
desarrollo floral solamente alcanzé un estadio equivalente al de botdn floral de las plantas
silvestres y no se observaron estadios mas avanzados. Como consecuencia, no se pudieron

obtener descendencias de autofecundacion ni de retrocruce (Fig. 28).

Figura 28.- a) Flores de plantas TG1 de la linea 4196 ETSP (arriba) y de plantas con fenotipo
silvestre (abajo). b) corte longitudinal de flores en el maximo estadio de desarrollo (p.ej. boton
floral) de la linea WT (izquierda) y de 4196 ETSP (derecha). La barra representa 1 cm.

Al no obtener descendencias de autofecundacion o retrocruce, no se ha podido llevar a cabo
una caracterizacion genética propiamente dicha, incluyendo el analisis del modo de herencia
(en principio, se trata de un mutante dominante, pero no se puede descartar que haya
semidominancia), la estimacidn del nimero de insertos T-DNA y el andlisis de cosegregacion.
Para avanzar de algin modo en la caracterizaciéon de este mutante, hemos llevado a cabo el
analisis del gen delator, a fin de estudiar su patrén de expresiéon. Hay que recordar que, al
utilizar una trampa de intensificadores para obtener las plantas transgénicas, el patron del

gen delator puede dar pistas sobre el patrén de expresién del gen mutado.
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Analisis de la expresion del gen delator

El andlisis de la expresion del gen delator dio respuesta positiva en multiples tejidos
procedentes de plantas cultivadas en el invernadero. En practicamente todos los tallos
evaluados se observaba una expresién clara a lo largo de todo el tejido y, preferentemente,
en las cercanias de la axila de las hojas. Las hojas mas jovenes presentaban una coloracién
intensa en practicamente todos sus tejidos mientras que las mas desarrolladas tenian una
mayor expresion en peciolo y raquis. En el resto de tejidos analizados no se observo ninguna

expresion (Fig. 29).

Figura 29.- Expresion GUS en distintos tejidos de plantas TG1 de la linea 4196 ETSP cultivadas

en el invernadero. Tincién GUS en la parte terminal de un tallo (a); una hoja joven (b) y una

hoja desarrollada (c). Expresion GUS en segmentos de tallo (d, e) y un detalle de la parte basal

del peciolo de una hoja (f). La barra representa 1 cm.
Teniendo en cuenta que parece haber una asociacién entre el fenotipo mutante vy los tejidos
u 6rganos en donde se localiza la expresion del delator (GUS) presente en la trampa de
intensificadores, los resultados sugieren que el T-DNA podria haber etiquetado el gen cuya
alteracion genera el fenotipo mutante, o al menos podria haberse insertado en la vecindad
del mismo. Si asi fuera, se podria abordar la identificacidon del gen mediante Anchor-PCR en

un periodo de tiempo relativamente corto. No obstante, en este caso, puede que se precise

un esfuerzo adicional porque el analisis Southern revela que esta linea tiene 4 insertos de T-
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DNA. Como no es factible obtener progenies de autofecundacién o retrocruce, no se pueden
separar los insertos mediante segregacion en la descendencia. Por tanto, la Unica solucién es
amplificar las secuencias vecinas a los cuatro insertos, disefar los correspondientes vectores
(silenciamiento y sobreexpresion), obtener plantas transgénicas y, a continuacién, evaluar el

fenotipo para inferir cual es el gen alterado.

4.5.2 4166 ETSP

Se trata de un mutante recesivo que se identifico al cultivar las semillas TG2 que se habian
podido obtener por autofecundacién de algunas de las plantas TG1 cultivadas en el
invernadero. Estas semillas se esterilizaron y se cultivaron en medio de germinacién para

intentar identificar plantas con su fenotipo alterado.

Descripcion del fenotipo mutante

En un ensayo inicial se consiguid la germinacion de 25 plantas. Entre estas plantas se vieron
cuatro con una mayor ramificacién que el WT. Las plantas mutantes presentaban una mayor
brotacién a partir de las yemas axilares. La penetrancia era del 100% pero la expresividad
(p.ej. el grado de alteracion fenotipica) oscilaba planta a planta. En los casos mas extremos,
las plantas tenian pérdida de dominancia apical, con multiples tallos y menor altura y, alguna

de ellas, una clorosis significativa (Fig. 30).

Figura 30.- Plantas TG2 de fenotipo silvestre y TG2 mutante de la linea 4166 ETSP cultivadas en
el medio de enraizamiento. a) Comparacion entre plantas silvestres (izquierda) y mutantes
(derecha). b) Tres plantas TG2 con fenotipo mutante de la linea 4166 ETSP cultivadas en medio
de enraizamiento con diferentes grados de ramificacidn tras 8 semanas de cultivo in vitro. La
barra representa 1 cm.
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Se realizé un segundo experimento para corroborar el fenotipo y, de 32 semillas germinadas
in vitro, se identificaron seis plantas mutantes con el mismo fenotipo observado en el primer

experimento.

Tras su aclimatacion y cultivo en el invernadero, las plantas mutantes mostraron un
crecimiento mas ramificado y compacto que las correspondientes WT. En la primera fase del
cultivo, las plantas mutantes parecian acumular antocianinas en las hojas. Ademas, la
clorosis, observada en cultivo in vitro, también se detecté en alguna planta mutante

cultivada en el invernadero (Fig. 31).

Figura 31.- Plantas TG2 de fenotipo silvestre y TG2 mutante de la linea 4166 ETSP cultivadas
durante seis meses en invernadero. a) Comparacion de plantas silvestres (izquierda) y
mutantes (derecha). Hojas de las plantas mutantes con acumulaciéon de antocianinas (b) o
sintomas de clorosis (c). La barra representa 1 cm.

En las plantas mutantes también se observé cierto retraso en la formacién de los érganos
reproductivos. La arquitectura de las inflorescencias y el desarrollo floral de los mutantes
fueron comparables a los de las plantas silvestres. Esta similitud del desarrollo reproductivo
también se reflejé en la dificultad de desarrollar frutos y semillas, por lo cual, hasta el

momento no ha sido posible obtener descendencias de las plantas mutantes.
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Caracterizacion genética del mutante
En el primer experimento se identificaron 4 plantas mutantes de 25 evaluadas. En el

segundo se identificaron 6 plantas mutantes de 32 evaluadas (Tabla 12).

Tabla 12.-Segregacion fenotipica del mutante 4166 ETSP

Experimento 1 WT M
Observados 21 4
Esperados (3:1) 18,75 6,25
¥*=1,08

Experimento 2 WT M
Observados 26 6
Esperados (3:1) 24 8
¥*=0,67

Tras comprobar mediante un test xz de contingencia que era posible unir los datos de los
dos experimentos (xz =0,07<3,84 XZ 1gl (5%)) S€ analizd la segregacion correspondiente a los

datos acumulados (Tabla 13).

Tabla 13.- Segregacion fenotipica del mutante 4166 ETSP

Total WT M
Observados 47 10
Esperados (3:1) 42,75 14,25
x*=1,69

El resultado de la prueba xzindica que no hay motivo para dudar de que el fenotipo esté

causado por una mutacién monogénica recesiva (47 WT : 10 M; ° = 1,69 < 3,84 > 18l (5%))-

Determinacion del nimero de insertos T-DNA

Para estimar el niumero de insertos de T-DNA que ha integrado esta linea se analizé la
resistencia a la kanamicina de las plantas TG2. Para ello, se evalud in vitro la capacidad de
enraizamiento de yemas axilares en un medio IAA 0,1 mg-mL" suplementado con 100 mg-L*

de kanamicina. Se evalud la resistencia a la kanamicina en 31 plantas TG2 y se analizo el

grado de ajuste de la segregacién observada a las hipdtesis de que en la TG1 hubiera 1
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inserto (en cuyo caso, 3/4 partes de las plantas TG2 serian resistentes), 2 insertos (15/16 de

las plantas TG2 serian resistentes), o mas insertos de T-DNA funcional. Los resultados

observados fueron los siguientes (Tabla 14).

Tabla 14.- Segregacion para el caracter resistencia a la kanamicina del mutante 4166 ETSP

Total KanR Kan$S
Observados 26 5
Esperados 1 inserto (3:1) 23,25 7,75
¥*=1,30
Esperados 2 insertos (15:1) 29,06 1,94

%’=5,16

El resultado de la andlisis xzindica gue no hay motivo para dudar de que en esta linea T-DNA

se haya insertado un unico T-DNA con nptll funcional (26 KanR : 5 KanS; x2= 1,30< 3,84 x21g|

(5%))-

Ademas, esta linea fue evaluada a nivel molecular mediante un analisis Southern Blot. El

resultado mostrd que porta dos insertos de T-DNA completos y uno truncado (Fig. 32).
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WT  Mut
4166 4166

Nptll-Hindll|

Fa-Hindlll

EroR

Truncado

Nptll-EcoRI
1Kb

Sonda: Fa-Nptll

Figura 32.-Hibridacién Southern Blot con la sonda FA-nptll de las plantas PE47 (testigo sin T-

DNA), 4166 ETSP TG1, 4166-4 ETSP TG2 WT, 4166-6 ETSP TG2 M. Cada una de las muestras de

ADN las encontramos por duplicado, digerido con las enzimas de restriccion.
Aunque el resultado del analisis Southern (dos insertos con nptll y otro truncado) no parece
coincidir con el obtenido a través de la evaluacion de la resistencia a la kanamicina (un
inserto con nptll funcional), la aparente discrepancia se puede explicar de dos formas. En
primer lugar, puede que haya dos insertos completos que hayan quedado muy préximos
(p.ej. en situacion de ligamiento incompleto) o que se hayan integrado en tandem (p.ej.
ligamiento completo). En este caso, desde el punto de vista del analisis de segregacién para
resistencia a la kanamicina, los dos insertos actuarian como uno solo. La otra posibilidad es
gue uno de esos dos insertos completos no sea capaz de conferir resistencia a la kanamicina
por haberse insertado en una region que dificulte su expresion (p.ej. una zona de ADN
altamente repetitivo y/o de heterocromatina constitutiva) o por tener alguna alteracion en
su secuencia. Por lo que respecta a este ultimo, conviene resaltar que el analisis Southern
detecta la presencia de una secuencia siempre que haya suficiente homologia con la sonda
disefada al efecto; no obstante, la sonda puede aparear con una secuencia alterada (p.ej. no

funcional) siempre y cuando la zona de homologia sea suficientemente extensa.
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Determinacidon de la cosegregacion entre T-DNA y fenotipo mutante

Con el propdsito de obtener informacidn sobre si el fenotipo mutante se debe a la insercion
de un T-DNA, se analizd la asociacion entre la presencia de un gen nptl/l funcional y el
fenotipo mutante. Conviene destacar que con la presencia de una Unica planta que presente
fenotipo mutante y que no sea resistente a la kanamicina se podria concluir la no
cosegregacion entre un inserto de T-DNA con un gen nptll funcional y el gen causante de la
mutacién. En este caso, la planta TG2 4166-12 ETSP presenta fenotipo mutante y es sensible
al antibidtico, lo cual indica que las alteraciones en esta linea no fueron causadas por una

copia completa del T-DNA.

Al ver estos resultados se llevd a cabo un experimento complementario para establecer, por
técnicas de genética molecular, si el fenotipo mutante estaba causado por la insercion del T-
DNA truncado detectado en el Southern Blot, o por la insercién de parte del cuerpo del
vector. Para ello se realizaron diversas reacciones de PCR con el objeto de amplificar la

totalidad del inserto T-DNA y parte del cuerpo del vector (Fig. 33).

4166ETSP  PE47
L ————
6 10 12 19 C+

Figura 33.- Reacciones de PCR realizadas en cuatro plantas TG2 de la linea 4166 ETSP con
combinaciones de cebadores para amplificar por PCR la totalidad del inserto T-DNA y parte del
cuerpo del vector: 6 y 10 (M — KanR), 12 (M - KanS), 19 (WT - KanS), el testigo PE47 y el vector
pD991 (C+). Las letras corresponden con las diferentes combinaciones de cebadores utilizadas
(ver apartado 3.8.2); (+) control interno de la reaccién de PCR.

Tras realizar este experimento se pudo constatar que el fenotipo mutante de la linea 4166-
12 ETSP no se debe a la presencia de ninguno de los fragmentos del T-DNA, ni de parte del
cuerpo del vector, por lo que la mutacion responsable de dicho fenotipo se atribuye a un
evento de variacion somaclonal.
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4.5.3 4025 ETSP

Este mutante recesivo se identificd al cultivar las semillas TG2 que se habian podido obtener

por autofecundacién de algunas de las plantas TG1 cultivadas en el invernadero.

Descripcion del fenotipo mutante

La primera vez que se observd una alteracién fenotipica en las plantas TG2 de esta linea
ocurrié en una siembra in vivo. En concreto, de las plantas cultivadas en el invernadero, 8
exhibieron un crecimiento muy reducido. Después de cuatro meses de cultivo las plantas con
desarrollo silvestre habian alcanzado una longitud de casi un metro mientras que las plantas

mutantes median entre 4 y 8 cm (Fig. 34).
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Figura 34.- Plantas TG2 de la linea 4025 ETSP en el invernadero tras 4 meses de cultivo. a)
Comparacion entre silvestre (izquierda) y mutante (derecha). b) Aumento de la planta
mutante. La barra representa 1 cm.

Para observar el desarrollo de esta linea en otras condiciones de cultivo, se realizd una
siembra in vitro tras la esterilizacion de un lote de semillas. En estas condiciones también se
observé claramente el fenotipo mutante, que se manifestd6 como la imposibilidad de
desarrollar la raiz embrionaria y una gran dificultad en emitir raices secundarias. Esta
dificultad en el desarrollo radicular podia ser la causa del escaso desarrollo vegetativo
observado en el anterior experimento en el invernadero. Cuando se cultivaron los apices

meristematicos de estas plantas en un medio de enraizamiento se pudo observar que las
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raices adventicias tampoco eran capaces de desarrollarse como en las plantas WT,

presentando un crecimiento inicial que se detenia tras pocos milimetros (Fig. 35).

Figura 35.- Plantas TG2 de la linea 4025 ETSP en el cultivo in vitro. Plantulas silvestre (a) y
mutante (b) procedentes de semillas. Plantas silvestre (c) y mutante (d) axénicas procedentes
del cultivo de apices meristematicos en medio de enraizamiento. La barra representa 1 cm.

Efecto de la adicion de hormonas

Dada la influencia que tienen las hormonas vegetales en el desarrollo de las plantas y, en
concreto, las auxinas en el enraizamiento, se realizaron diferentes experimentos para
estudiar la influencia de la adicién exdgena de auxinas en las plantas mutantes. En primer
lugar se evalud el efecto de diferentes concentraciones de IAA, la hormona vegetal mas
empleada para favorecer el desarrollo radicular. Todas las concentraciones empleadas (0 a
10 mg-L'") permitieron el enraizamiento del testigo. Sin embargo, los apices meristematicos
del mutante no fueron capaces de formar raices en ningln caso y el aumento de la
concentracion de IAA solo intensificd la formacion de callo desorganizado en la base del

explante y una reduccién del crecimiento de la parte aérea (Fig. 36).
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Figura 36.- Desarrollo in vitro de raices y parte aérea a partir de explantes de apice
meristematico de plantas TG2 de la linea 4025 ETSP silvestres (arriba) y mutantes (abajo) en
medios con concentraciones crecientes de AIA (0; 0,1; 1y 10 mg-L™). La barra representa 1 cm.

Al no observar ninguna respuesta mediante la adicién de AlA, nos planteamos evaluar el
comportamiento de este mutante en medios de enraizamiento a los que se les adicionaron

otras auxinas.

Los apices meristematicos de plantas TG2 con fenotipo WT, enraizaron normalmente en
medios con 0,1 mg-L'1 de AIA, AIB y 4CPA. EI NAA aumento la densidad radicular en el medio,
el 2,4,5-T produjo la formacién de raices mas cortas y el 2,4-D promovid el desarrollo de
raices y un callo desorganizado en la zona de corte. En las plantas con fenotipo WT, el
empleo de estas auxinas a una concentracién mas elevada (0,5 mg-L™*) condujo, en general, a
una reduccién del crecimiento de la parte aérea y un desarrollo mas anémalo del observado
a baja concentracién. En cualquier caso, la adicién al medio de 0,1 mg-L y 0,5 mg-L™" de AIA,
ANA, AIB, 2,4-D, 2,4,5-T, y 4CPA no estimuld el enraizamiento de los apices de plantas

mutantes (Fig. 37).

107



Resultados

Figura 37.- Desarrollo in vitro de raices y parte aérea a partir de explantes de apice
meristematico de plantas TG2 de la linea 4025 ETSP, silvestres y mutantes, en medios con AlA,

ANA, AIB, 2,4-D, 2,4,5-T, y 4CPA a dos concentraciones. Aplicacién de 0,1 mg-L'l (a)yo,5 mg-L'1
(b) de cada auxina. La barra representa 1 cm.

Para comprobar si habia otros procesos del desarrollo afectados en el mutante se evaluaron
explantes de hoja en diferentes medios de cultivo. En concreto, se evalud el desarrollo en un
medio organogénico (IKZ 4.0 4.0 1.0) con una mezcla de dos citoquininas (kinetina y trans-
zeatina) y una auxina (acido indolacético). Ademas, también se evalué el desarrollo de estos
explantes en otros medios modificados a partir del anterior, en los que se eliminaban una o

las dos citoquininas (IK 4.0 4.0 e | 4.0, respectivamente).

En el medio organogénico, suplementado con dos citoquininas (IKZ), la respuesta de los
explantes de plantas mutantes fue comparable al de las plantas silvestres, siendo capaces en
ambos casos, de producir yemas adventicias a partir de los explantes de hoja. Al eliminar la
zeatina se redujo la respuesta morfogenética aunque, en ambos casos, testigo y mutante,
fueron capaces de desarrollar callo desorganizado. Por ultimo, en un medio suplementado
Unicamente con auxina, los explantes de hoja de las plantas silvestres desarrollaron un gran
nuimero de raices, mientras que los de las plantas mutantes no fueron capaces de regenerar

ni siquiera una raiz adventicia (Fig. 38).
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IKZ 4.0/4.0/1.0 IK 4.0/4.0

Figura 38.- Respuesta morfogenética a partir de explantes de hoja de plantas TG2 de la linea
4025 ETSP, silvestres y mutantes, en los medios IKZ 4.0 4.0 1.0, IK 4.0 4.0 e | 4.0.La barra
representa 1 cm.

Con estos experimentos se pudo comprobar que el enraizamiento adventicio estaba
claramente afectado en el mutante, no sélo a partir de apices meristematicos sino también a
partir de explantes de hoja, un sistema utilizado frecuentemente para el estudio de este
proceso. La adicién de distintas auxinas y a diferentes concentraciones en el medio de
cultivo no ha permitido revertir, ni siquiera parcialmente, el fenotipo mutante. Sin embargo,
otro proceso en el que también influye la presencia de auxinas exdgenas, como es la

organogénesis adventicia, no parece estar afectado en el mutante.

Injertos entre mutante y silvestre

Tras analizar los datos obtenidos en los ensayos con diferentes auxinas nos planteamos
evaluar su comportamiento cuando se injerta con material silvestre. Para ello se realizaron
los injertos en ambas direcciones a partir de plantas axénicas de genotipo mutante y testigo.
Los resultados obtenidos indicaron que cuando se hace el injerto con la parte aérea del
mutante y el portainjerto del testigo el enraizamiento se produce sin ninguna diferencia con
una planta testigo. Sin embargo, cuando se hace a la inversa, el fenotipo mutante aparece y

la planta no es capaz de enraizar (Fig. 39).
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Figura 39.- Injerto en condiciones axénicas entre plantas silvestres y mutantes de la linea 4025
ETSP. Apice de planta mutante sobre patrdn silvestre (a) y apice planta silvestre sobre patrén
mutante (b). La barra representa 1 cm.

Como conclusién se puede afirmar que en un injerto que combine mutante y testigo, el

fenotipo de la planta lo confiere el genotipo del portainjerto.

Caracterizacion genética del mutante

Como puede verse en la tabla 15, se identificaron 9 plantas mutantes de un total de 50.

Tabla 15.- Segregacion fenotipica del mutante 4025 ETSP

Total WT M
Observados 41 9
Esperados (3:1) 37,5 12,5
x*=1,31

Los resultados del andlisis xz indican que no hay motivo para dudar de que este fenotipo

esté causado por una mutacion monogénica recesiva (41 WT : 9 M; XZ =1,31<3,84 x21g| (5%) )-

Determinacion del numero de insertos T-DNA

Para estimar el numero de insertos de T-DNA que ha integrado esta linea se analizé la
resistencia a la kanamicina de las plantas TG2. Para ello, se evalud in vitro la capacidad de
enraizamiento de yemas axilares en un medio suplementado con 0,1 mg-L" de IAA y 100
mg-L'1 de kanamicina. En este caso, dadas las dificultades de enraizamiento de las plantas

mutantes, se analizé también la resistencia a la kanamicina cultivando explantes de hoja en
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un medio de regeneracién (IKZ 4.0 4.0 1.0) suplementado con 100 mg-L" de kanamicina. A
continuacion, se analizd el numero plantas resistentes y sensibles para inferir el nimero de

insertos T-DNA con nptll funcional en 50 plantas TG2. Los resultados fueron los siguientes:

Tabla 16.- Segregacion para el caracter resistencia a la kanamicina del mutante 4025 ETSP

KanR Kan$S
Observados 38 12
Esperados 1 inserto (3:1) 37,5 12,5
¥*=0,03

Los resultados indican que no hay motivo para dudar de que en esta linea T-DNA se ha

insertado un Gnico T-DNA con nptl/ funcional (38 KanR : 12 KanS; x> = 0,03 < 3,84 y° 1g(5%) )-

Ademas, esta linea se evalud a nivel molecular mediante un analisis Southern Blot. El analisis
Southern mostré que esta linea es portadora de dos insertos de T-DNA, uno completo y otro
truncado, lo cual explica que segregue para un Unico inserto cuando se evalua la resistencia

a la kanamicina (Fig. 40).

Nptll-Hindlll

Fa-Hindlll

Nptll-EcoRl
1Kb

Sonda: Fa-Nptll

Figura 40.- Hibridacion Southern Blot con la sonda FA-nptll de las plantas PE47 (testigo sin T-
DNA) y 4025-13 ETSP TG2mutante (M). Cada una de las muestras de ADN se encuentran por
duplicado, digerido con las enzimas de restriccion EcoRl (E) y Hindlll (H).
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Analisis de cosegregacion entre un inserto T-DNA y el fenotipo mutante

Con el fin de obtener informacion sobre el origen de la mutacion, se estudio la asociaciéon
entre la presencia del Unico inserto con un gen nptll y el fenotipo mutante. En el caso de que
haya cosegregacion entre el inserto de T-DNA y la mutacidn se deberia observar la siguiente
distribucién:

2/4 de plantas WT-KanR correspondientes a las plantas hemicigoéticas para el T-DNA

1/4 de plantas WT-KanS correspondientes a las plantas acigéticas para el T-DNA

1/4 de plantas M-KanR correspondientes a las plantas homocigdticas para el T-DNA.

La segregacion observada fue la siguiente:

Tabla 17.- Segregacion de la linea 4025 ETSP para el fenotipo y la resistencia a kanamicina.

WT M
KanR | KanS | KanR | KanS
Observados 29 12 9 0
Esperados 1 inserto CS (2:1:1:-) 25 12,5 12,5 -
x’=1,64

Los resultados indican que no hay motivo para dudar de que en esta linea T-DNA se haya
insertado un unico T-DNA con nptll funcional y que este inserto es el causante del fenotipo

mutante en homocigosis (29 WT-KanR : 12 WT-KanS : 9 M-KanR; y* = 1,64 < 5,99 y*, gl (5%) )-

Expresion del gen uidA

Se observd expresion del gen delator tanto en las plantas WT-KanR como en las plantas M-
KanR. En ambos casos la expresion se observé fundamentalmente en la parte radicular (Fig.

41).
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Figura 41.- Visualizacion de la expresion del gen uidA mediante el test histoquimico X-gluc en
raices de plantas 4025 ETSP. Tinciones en plantas WT KanR (a) y M KanR (b). La barra
representa 1 mm.

La existencia de cosegregacion inserto — mutacién y la expresién del gen delator en el
organo afectado por la mutacién indican que el gen uidA nos puede servir para estudiar el
patrén de expresion del gen alterado en esta linea. De hecho, esta linea seria un claro
ejemplo de la utilidad del empleo de trampas para conseguir informacién adicional sobre el

gen que ha sido alterado en un mutante.

Clonacion del gen etiquetado mediante Anchor-PCR

Para identificar las regiones flanqueantes del T-DNA y llegar a identificar el gen alterado en
el mutante, se realizé un Anchor-PCR. Esta técnica permite amplificar los bordes del T-DNA
junto con un fragmento de ADN gendmico adyacente. Tras amplificar esa regién se puede
comparar la secuencia con el genoma de referencia de la especie silvestre (Bolger et al.,
2014) para averiguar donde se ha insertado el T-DNA. El analisis bioinformatico de las
secuencias flanqueantes al borde derecho del T-DNA indicé que dicho inserto se localiza a
4,2 kb corriente arriba del gen Sopen01g041390, en el cromosoma 1 del genoma de S.

pennellii (Fig. 42).

Solanum pennellii ~ File View Help

0 10,000,000 20,000,000 30,000,000 40,000,000 50,000,000 60,000,000 70,000,000 80,000,000 90,000,000 100 900,000
Chromosome 1 @ @ Q Q.0 Q Spennch01| v | Spenn-ch01:96844923 08861602 (1668 KD) | Go | &

1000 96,850,000 98,855,000 96,860,000
spenn_gene_models Sopen01g041380 (Encodes a chloroplast-localized member of the myo-inositol monophosphatase family)

- Sopen01g041390 (Plant protein of unknown function)

elln

Figura 42.-Localizacion gendmica del inserto de T-DNA de la linea 4025 ETSP en el genoma de S.
pennelli.
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El gen Sopen01g041390 codifica una proteina de funcién desconocida. La base de datos SGN

(https://solgenomics.net) sélo muestra informacion sobre la organizacidon gendmica del gen,

el cual contiene dos exones y un intrén.

Con el fin de obtener informacién sobre la posible funcion de dicho gen, a partir de su
secuencia proteica, se identificé el gen homdlogo AT3G04860 de Arabidopsis thaliana. A
partir de esta informacién, utilizando la base de datos Arabidopsis eFP Browser

(www.bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi), se pudo comprobar que este gen se expresa

mayoritariamente en las células meristematicas de la raiz (Fig. 43).

Locus: AT3G04860
Date last
modified

TAIR Accession
Representative
Gene Model ¥
Gene Model
Type

Other names

AT3G04860.1
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Map Detail 1340k

Image Protein Coding Gene Models
AT3G04860.1 (T1_(5_Star))

abc d
H . Epidermis & Lateral root cap
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15923
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Figura 43.-Informacion sobre el gen de Arabidopsis thaliana que presenta mayor homologia
con Sopen01g041390.

El siguiente paso seria el analisis funcional de este gen que, por el fenotipo mostrado, parece
ser clave en el desarrollo radicular de S. pennellii. Para ello, se van a disefar las
construcciones que nos permitan la sobreexpresiéon y anulacién de expresion de este gen
para obtener plantas transgénicas de S. pennellii, tomate y otras especies silvestres
relacionadas. También se va a evaluar el nivel de expresion de este gen en el mutante y en
plantas testigo. Ademads, se evaluard el nivel de expresién de otros genes previamente

identificados que presumiblemente intervienen en el desarrollo radicular.
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Discusion

5 Discusion

La generacion de mutantes y su analisis fenotipico detallado ha sido uno de los métodos mas
exitosos para conocer qué genes controlan los diferentes caracteres de una planta
(Emmanuel y Levy, 2002; Shibata, 2005; Barone et al., 2008; Kuromori et al., 2009; Sikora et
al., 2012). Dentro de las técnicas para la generacién de mutantes, la mutagénesis insercional
ofrece una importante ventaja que la convierte en una de las herramientas mas potentes, ya
que al generarse los mutantes con un fragmento de ADN de secuencia conocida, se facilita
enormemente la identificacién y clonacién del gen afectado (Holtorf et al., 2002;
Radhamony et al., 2005; Leoni et al., 2011). Aunque esta estrategia se ve limitada por la
eficacia del método para generar colecciones amplias de lineas transgénicas, ya se han
identificado por esta via varios genes relacionados con la respuesta a los estreses abidticos
en diferentes especies (Vij y Tyagi, 2007; Pineda et al., 2012). También se ha comprobado su
eficacia en la identificacién de genes implicados en caracteres del desarrollo del tomate,
tanto en trabajos nuestros (Arlequin/TAGL1: Giménez et al., 2010; Pineda et al., 2010; ENO:
Fernandez-Lozano et al., 2015; MC-VIN: Yuste-Lisbona et al.,, 2016) como de otros
investigadores (Cf-9: Jones et al., 1994; Dwarf: Bishop et al., 1996; DCL: Keddie et al., 1996;
FEEBLY: Van der Biezen et al., 1996; Cf-4: Takken et al., 1998; Tm-2 2: Lanfermeijer et al.,
2003; ANT1: Mathews et al., 2003; LeCER6: Vogg et al., 2004; LePT4: Nagy et al., 2005; TAP3:
De Martino et al., 2006).

La presente tesis doctoral se enmarca en un proyecto que se inicié hace mas de diez afios en
colaboracién con los grupos del Dr. Rafael Lozano (Universidad de Almeria) y la Dra. Maria
del Carmen Bolarin (CEBAS-CSIC), y que tiene como objetivo principal la identificacién y el
aislamiento de genes claves en procesos de desarrollo y tolerancia a estreses abidticos en
tomate y especies silvestres relacionadas mediante la mutagénesis insercional. Las pasos
esenciales en este proyecto son la generacién de una coleccién de plantas transgénicas
suficientemente grande para identificar mutantes relacionados con estos caracteres, el
disefio de metodologias que permitan un escrutinio eficaz para la deteccion de mutantes, la
caracterizaciéon lo mas completa posible de esos mutantes vy, por ultimo, la identificacion y

clonacién del gen responsable del fenotipo. Conviene resaltar también que, aparte de la
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importancia econdmica que tiene el tomate, la seleccidn de esta especie como objetivo para
el proyecto abre la posibilidad de estudiar procesos que no se podrian estudiar en otros
organismos modelo (p.ej. desarrollo y maduracion de frutos carnosos), o que se evaluarian
con mas dificultad en Arabidopsis (p.ej. transporte idnico a larga distancia) (Essah et al.,

2003; Tester y Bacic, 2005; Olias et al., 2009b).

En esta tesis doctoral se ha trabajado fundamentalmente en la obtenciéon de una amplia
coleccion de lineas T-DNA de S. pennellii mediante transformacion por cocultivo de
explantes primarios con Agrobacterium tumefaciens. Se ha elegido esta especie tolerante a
la sequia y la salinidad para identificar genes clave en los mecanismos de tolerancia a estos
estreses porque al ser un material filogenéticamente relacionado con el tomate se espera
que las funciones y la base genética en que se fundamentan estas caracteristicas sean muy
parecidas y, por tanto, transferibles a la especie cultivada. También se han realizado grandes
esfuerzos en la identificaciéon y caracterizacion de mutantes alterados en la tolerancia a
estreses de tipo abidtico, o en caracteres mds o menos relacionados con este tipo de estrés,
a partir del escrutinio de esta coleccién. Para ello, ha sido necesario poner a punto una serie
de métodos para analizar el comportamiento de estas lineas al verse sometidas a
tratamientos estresantes. Adicionalmente, se han analizado también diferentes lineas T-DNA
de tomate en las que ya se habia identificado algun fenotipo interesante mediante un nuevo

sistema de evaluacién desarrollado en este proyecto.

5.1 Obtencidon de una coleccion de plantas transgénicas de
Solanum pennellii

El primer objetivo de esta tesis doctoral fue la obtenciéon de una coleccién de plantas
transgénicas diploides de S. pennellii con una trampa de intensificadores. Desde la primera
transformacién de tomate con Agrobacterium hace treinta afos (McCormick et al., 1986) se
han desarrollado diversos protocolos para esta especie. Aunque en ese mismo ano se
describié un método para la transformacién de plantas procedentes de un cruce
interespecifico entre tomate y la accesion LA716 de S. pennellii (Chyi et al., 1986), el primer
protocolo de transformacién para esta especie silvestre se publicé en 1993 (Rudas et al.,

1993). Afios después, nuestro grupo publicé un método de transformacidon a partir de
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explantes de hoja de S. pennellii (Gisbert et al., 1999) con una eficacia de transformacién del
6,1%. Sin embargo, para llevar a cabo un programa de mutagénesis insercional se requiere
una eficacia de transformacién mucho mas elevada, ya que se precisa obtener una gran
cantidad de plantas transgénicas. Por tanto, se abordaron una serie de experimentos para

lograr un aumento significativo de la eficacia de transformacién.

Tras varias modificaciones en la metodologia que previamente habiamos desarrollado en
nuestro grupo, se redujo el tiempo necesario para obtener las plantas transgénicas y se
aumentd la eficacia de transformacién. Esto se consiguid gracias a un incremento
significativo en el porcentaje de explantes capaces de iniciar la formacién de callos
organogénicos (con valores de entre el 70% y 80%), asi como al incremento en el nimero de
brotes transgénicos que se forman en cada explante. El uso de timentina como antibiético
para inhibir el crecimiento del Agrobacterium resulté ser beneficioso para la tasa de
regeneracién. Aparte de haber mostrado su capacidad de suprimir la proliferacién de A.
tumefaciens de forma efectiva y estable en las condiciones del cultivo in vitro (Cheng et al.,
1998), también se conocia su efecto positivo en la regeneracion estimulando la
organogénesis de tomate (Costa et al., 2000; Mamidala y Nanna, 2009). El cambio en la
composicion del medio organogénico, fundamentalmente las hormonas vegetales, no sélo
permitid acortar el tiempo necesario para la regeneracion de brotes, sino también
incrementar el nUmero de zonas organogénicas por explante. En mas de la mitad de los
explantes con respuesta morfogenética (58%) se observé la formacion de 5 o mas brotes. El
aprovechamiento de mas de una zona organogénica por explante, separando estas zonas de
forma temprana para garantizar que no se obtenia mas de un brote transgénico por evento
de transformaciéon, también permitié aumentar la eficacia de transformacion. Ademas de
estas mejoras, la nueva metodologia acortaba el tiempo de obtencién de las plantas
transgénicas porque se elimind el precultivo que se utilizaba en el protocolo anterior v,
gracias al nuevo medio de regeneracion, fue innecesario el subcultivo de los brotes
obtenidos a un medio de elongacion, pudiendo subcultivarlos directamente a un medio de
enraizamiento. Gracias a todos estos cambios se obtuvo un elevado nimero de lineas
transgénicas. En concreto, se regeneraron 2586 plantas transgénicas: 1363 a partir de 816

explantes de la accesion 20164, y 1223 a partir de 1056 explantes de la accesion PE47.
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En trabajos previos del grupo habiamos detectado que cierto porcentaje de las plantas
regeneradas en los experimentos de transformacion presentaban niveles de ploidia
diferentes al material de partida. El nivel de ploidia de un organismo tiene un gran impacto
sobre muchas de sus caracteristicas. Por tanto, con la finalidad de evitar distorsiones en el
analisis fenotipico de las lineas transgénicas obtenidas, es imprescindible eliminar las plantas
gue no sean diploides. Utilizando la citometria de flujo para determinar el nivel de ploidia, se
identificaron un 81% y un 88% de plantas diploides en las accesiones 20164 y PE47
respectivamente. Debido a que no se estudié la frecuencia de diploides en los trabajos
previos del grupo con S. pennellii (Gisbert et al., 1999), no se puede comparar este resultado
con el nuestro. Sin embargo, los valores de porcentaje de diploides regenerados son mas
elevados que los observados en un trabajo previo del grupo con tomate (Angarita, 2012) en
el que se obtuvo un 53% de plantas diploides utilizando cotiledones como explante de
partida. Nuestra hipdtesis para explicar este aumento en el porcentaje de plantas diploides
regeneradas es el uso de explantes de hoja en lugar de cotiledones. Mientras los cotiledones
tienen un patrén polisomatico mixoploide (alrededor de un 50% de sus células son

tetraploides), en los explantes de hoja este porcentaje baja a un 10%.

En resumen, con la metodologia anterior del grupo se obtenia un nimero de plantas
transgénicas mas que suficiente para llevar a cabo el analisis funcional de genes candidatos,
ya que se obtenian colecciones de mas de cien plantas transgénicas (Gisbert et al., 1999). Sin
embargo, las mejoras que hemos logrado nos han permitido abordar un programa de
mutagénesis insercional en esta especie ya que se ha multiplicado por casi veinte veces la
capacidad de generar plantas transgénicas. Ademas, estas plantas se obtienen en menos
tiempo que antes, con la garantia de que provienen de eventos de transformacién

independientes y son diploides (Atarés et al., 2011).

Identificacidn de lineas mutantes en la coleccidon de Solanum pennellii

En las primeras transformaciones realizadas por nuestro grupo se utilizé la accesiéon 20164
debido al hecho de que ésta, al igual que PE47, presentd una elevada tolerancia al estrés
salino en comparacién con otras accesiones silvestres evaluadas (Bolarin et al., 1991). Tras

haber conseguido la coleccién de las plantas transgénicas mencionada anteriormente el
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siguiente paso seria la obtencién de la generacion TG2 procedente de la autofecundacién de
cada una de estas lineas. Para ello, lo habitual es aclimatar las plantas TG1, cultivarlas en el
invernadero y recoger los frutos para extraer las semillas. El problema es que en la mayor
parte de las plantas de esta accesidn no se formaban frutos, o éstos no tenian semillas en su
interior. Por tanto, fue imposible llevar a cabo un escrutinio en un gran nimero de progenies
a fin de detectar mutantes de tipo recesivo. En cambio, al disponer de las plantas TG1, se

podian detectar las mutaciones de naturaleza dominante.

Mientras el tomate cultivado es una especie auto-compatible, S. pennellii estd descrito como
una especie alégama facultativa en la que, de manera excepcional, algunas accesiones son
auto-compatibles o parcialmente auto-compatibles (Hardon, 1967; Rick y Tanksley, 1981;
Peralta et al., 2008; Bedinger et al., 2011). Se han realizado estudios sobre el control
genético de esta caracteristica en la seccién Lycopersicon y existen trabajos que describen
los mecanismos de la auto-incompatibilidad (Kowyama et al., 1994; Bernatzky et al., 1995;
Kondo et al., 2007) y la aparicidn de los loci implicados durante la evolucidn de la seccién
(Richman et al.,, 1996; lIgic et al., 2007). Un mecanismo fundamental de la auto-
incompatibilidad es la repulsién del polen en el estilo tras la elongacién del tubo polinico
(Franklin-Tong y Franklin, 2003), un mecanismo controlado por diferentes alelos del locus Sy
dos factores adicionales ligados a este locus que tienen una funcién de modulaciéon (McClure
et al., 1989; Hancock et al., 2005; Kao y Tsukamoto, 2007). Ademas, se han identificado QTLs
que influyen en la morfologia de la flor (Bernacchi y Tanksley, 1997; Georgiady y Lord, 2002;
Chen y Tanksley, 2004) y que llevaron a la clonacién de Style2.1, un gen que controla la
elongacion de las células en el estilo (Chen et al., 2007). También se han identificado otros
QTLs que determinan la compatibilidad entre las diferentes especies del genero Lycopersicon
(Chetelat y DeVerna, 1991; Mutschler y Liedl, 1994; Moyle y Graham, 2005; Moyle vy
Nakazato 2010). En estudios mas recientes en el género Solanum se comprobd que algunos
de estos genes que regulan la autogamia mediante la repulsidon del polen en el estigma
también afectan a la compatibilidad interespecifica (Li y Chetelat, 2015; Li y Chetelat, 2014).
Ademas, su funcionamiento no sélo es dependiente del estadio de desarrollo de la flor
(Chalivendra et al., 2013), sino parece que existen excepciones de esta relacion mostrando

diferentes niveles de compatibilidad (Baek et al., 2015).
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Tras comprobar que la dificultad en obtener semillas TG2 se repetia en varios ambientes, se
intentd solventar este problema con la generacion de nuevas colecciones de lineas T-DNA
partiendo de dos accesiones diferentes de S. pennellii. Se utilizaron las accesiones PE47, con
elevada tolerancia a estreses de tipo abidtico, y LA716, una accesidon con la que se
obtuvieron lineas de introgresiéon con tomate (Eshed y Zamir, 1995) y cuyo genoma ha sido
recientemente secuenciado (Bolger et al., 2014). Por lo que respecta a la eficacia de
transformacién, la accesion PE47 se comporté de forma similar a lo visto en la 20164. En
cambio, la accesion LA716, que en principio deberia mostrar menos problemas de auto-
incompatibilidad, se comportd de forma diferente y Unicamente se pudieron obtener una
pocas decenas de plantas transgénicas; por ello, dejamos de utilizar esta accesiéon en

experimentos posteriores.

Ademas de utilizar diversas accesiones, se intentd mejorar la fructificacion modificando las
condiciones de cultivo de las plantas TG1. Asi, se cultivaron en diferentes invernaderos y
durante distintas temporadas del afio, se forzé la auto-fecundacién mediante polinizacién
manual, se cultivaron las plantas con diferentes tipos de poda y entutorado, y se aumento la
humedad ambiental mediante sistemas de nebulizacién para simular las condiciones
naturales que tienen estas accesiones en su ecosistema natural durante la época de
floracion (Peralta et al., 2008). A pesar de todas estas medidas, no fue posible conseguir
semillas de forma sistemdtica y reproducible a partir de la mayor parte de las plantas TG1
obtenidas. Sin embargo, se consiguié el cuajado de algunos frutos, y gracias a esto fue

posible obtener algunas descendencias de varias lineas transgénicas.

De las 40 lineas que dieron mas de 100 semillas TG2, solamente la mitad presentd una
germinacién suficientemente alta para estudiar su comportamiento en la siguiente
generacion. Pese al escaso numero de descendencias TG2 que pudimos evaluar, se
detectaron dos lineas con mutaciones recesivas interesantes. Este porcentaje de mutantes
es comparable al obtenido en otros estudios similares realizados en nuestro grupo con lineas
TG2 de tomate (Angarita, 2012; Goergen, 2016). Tras la constatacion de la dificultad para
obtener semillas TG2 en esta especie, se decidid abordar el escrutinio de las lineas T-DNA
mediante la evaluacidon de réplicas clonales de plantas TG1. Este abordaje presenta dos
inconvenientes, el primero es la distorsion fenotipica que pueden producir los cambios

fisiolégicos y epigenéticos presentes en las plantas TG1. Esto puede hacer que aparezca un
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fenotipo aparentemente alterado en un experimento y que, al intentar corroborar este
resultado, el comportamiento sea diferente al inicial. En segundo lugar, esta el hecho de que
no se puedan detectar mutantes recesivos. A pesar de todas estas dificultades, la evaluacién
de plantas TG1 ha permitido la identificacion de algunos mutantes dominantes que pueden
ser relevantes. Asi mismo, la evaluacidon de las progenies TG2 que pudimos conseguir ha

conducido a la deteccidn de algunos mutantes recesivos.

5.2 Sistemas para la deteccion de mutantes afectados en
su tolerancia a la salinidad

Como se ha comentado anteriormente, las componentes principales del estrés salino (efecto
osmotico, a corto plazo, y toxicidad idnica, a medio y largo plazo) afectan a distintos
mecanismos biolégicos de las plantas. Evidentemente, a estos efectos principales hay que
sumar el estrés oxidativo y los desequilibrios nutricionales que provoca la salinidad a medio
o largo plazo. Desde nuestro punto de vista, la mejor forma de identificar plantas mutantes
en aspectos relacionados con este cardcter consiste en el uso de diferentes sistemas de
evaluacidn. Esta aproximacion tiene dos ventajas: la primera es que se pueden detectar
mutantes cuya alteracion modifica la respuesta al estrés abidtico de formas diferentes (p.ej.
estados de desarrollo, érganos de la planta, duracidon o intensidad del estrés, etc.); en
segundo lugar, cuando se detecta un posible mutante se puede estudiar su comportamiento
en diferentes sistemas y comparar unos con otros (p.ej. cultivo de explantes sin raiz vs.
explantes con raiz, cultivo in vitro vs. in vivo, efecto del estrés a corto plazo vs. efecto del
estrés a medio o largo plazo, etc.). De esta forma, se puede profundizar en los mecanismos

afectados en dicho mutante.

Después de ponderar las distintas peculiaridades que tienen los métodos in vitro e in vivo
(Jain, 2001; Sakhanokho y Kelley, 2009), y al poder utilizar un nimero limitado de progenies
TG2, se disefiaron diferentes sistemas para realizar el escrutinio a partir de plantas TG1 y se
desarrollaron nuevos métodos para la evaluacién de la tolerancia al estrés. En primer lugar
elegimos, como explante de partida, brotes sin enraizar o plantas completas. Aunque el
empleo de cultivos celulares y de callos organogénicos ha sido empleado ampliamente en

trabajos previos para evaluar la tolerancia a la salinidad (Tal et al., 1978; Lebrun, 1985;
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McCoy, 1987; Tal, 1990; Dracup, 1991; Tal, 1994) pensamos que si se evalUan estructuras
similares a una planta completa se podran detectar alteraciones en mecanismos importantes
para este cardcter. Ademas, esto permite que la sal se aplique a las raices, que es lo que
ocurre cuando una planta cultivada se ve sometida a este estrés. Dos de estos nuevos
sistemas de evaluacidn se basaron en el cultivo in vitro de 4pices, sin y con raices antes de la
aplicacion del tratamiento estresante. Ademas, para aunar las ventajas del cultivo in vitro
(menores necesidades de espacio y mayor control de las condiciones ambientales) con las
del cultivo in vivo (condiciones mas parecidas a las que se encuentra una planta cultivada),
se puso a punto un sistema adicional que combina el cultivo en un sustrato de fibra de coco
y el suministro del riego por capilaridad (lo que es habitual en una evaluacion in vivo) con el
mantenimiento de las plantas en una cdmara de cultivo con un elevado control de los
factores ambientales (caracteristico del cultivo in vitro). Si a estos sistemas les unimos los
mas tradicionales de cultivo de plantas a medio o largo plazo bajo condiciones de salinidad
en el invernadero, el resultado es la posibilidad de evaluar las lineas T-DNA in vitro y en el
invernadero, mediante diferentes formas y en diferentes momentos de su desarrollo. De
esta manera se pudieron optimizar los recursos disponibles en el laboratorio y avanzar mas

rapidamente en la deteccion y caracterizacién de nuevos mutantes.

Tanto la cantidad como la forma de afadir la sal en cada uno de los sistemas de evaluacidn
tienen un efecto considerable sobre la manifestacién de alteraciones e influyen en la
posibilidad de obtener resultados interesantes y fiables (Martinez-Rodriguez et al., 2008;
Pineda et al., 2012). Al estudiar la respuesta de los testigos a diferentes concentraciones de
NaCl, decidimos utilizar una concentracion que provocase alteraciones visibles en el
crecimiento sin causar efectos dramaticos. Por otra parte, optamos por no incrementar la
concentracion de sal de forma gradual, sino aplicar la cantidad elegida de golpe para evitar

procesos de adaptacion (Munns, 2002).
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5.2.1 El cultivo in vitro como herramienta para el escrutinio y
evaluacion de mutantes afectados en su tolerancia al estrés
salino

Se han utilizado diversos métodos basados en el cultivo in vitro para estudiar la tolerancia a
la salinidad en una amplia gama de especies (Husaini y Abdin, 2008; Rai et al., 2011; Bhat et
al., 2013). En tomate y especies silvestres relacionadas se ha demostrado que el cultivo in
vitro permite la evaluacion de la tolerancia a la salinidad de diferentes formas (Pérez-Alfocea
et al., 1994; Cano et al.,, 1996; Arrillaga et al., 1998; Cano et al., 1998; Rus et al., 1999;
Gisbert et al., 2000; Mercado et al.,, 2000). Dentro de estos trabajos destacan los
experimentos de Cano y colaboradores (1998) que, por primera vez, utilizaron dpices en vez
de callos como material de partida para estudiar el comportamiento del tomate y de la
especie silvestre S. pennellii frente a un estrés salino. La evaluacidn de este tipo de explante
ofrecié la ventaja de estimar distintos pardmetros relacionados con el crecimiento de las
raices y los drganos aéreos. Aunque en esta tesis se ha utilizado el mismo tipo de explante
inicial, el uso de un medio liquido es una novedad respecto a trabajos anteriores. Con esta
modificacion se pretendid utilizar una metodologia con ventajas adicionales como una facil
extraccion de las raices para su evaluacion y la posibilidad de cambiar los medios de cultivo

cuando los explantes ya han enraizado.

Al disponer de pocas progenies TG2 por los problemas antes mencionados, en este trabajo
hemos utilizado dpices meristematicos de plantas TG1 como explante para la evaluacion de
la tolerancia a la salinidad de las lineas T-DNA. El uso de estos explantes presenta diferentes
ventajas como se demostrd en estudios con tomate y S. pennellii realizados anteriormente
(Cano et al., 1998; Mercado et al., 2000). Primero, mediante clonacién, se pueden obtener
varios explantes de una misma planta vy, si su desarrollo es el adecuado, estos explantes
tendrdn unas caracteristicas similares. Esto es muy importante para garantizar la fiabilidad
de los resultados que se obtengan. Por otra parte, el empleo de apices meristematicos
permite evaluar uno de los procesos en los que mas influye la presencia de estrés salino en
el medio: el desarrollo y crecimiento de las raices. Por ultimo, el empleo de estos explantes
nos permite disponer de un material en el que se van a dar los procesos de absorcién,
transporte y transpiracion, de forma similar a como ocurre en una planta ex vitro. Por tanto,

podremos detectar alteraciones en cualquiera de estos procesos con las ventajas que
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supone el trabajar en cultivo in vitro. De esta forma no sélo esperabamos observar el efecto
de la sal sobre diferentes 6rganos e interacciones entre ellos, sino también evitar ciertas
criticas con respecto al valor de las observaciones realizadas in vitro y su extrapolacién a su
comportamiento in vivo, sobre todo cuando se trabaja con células en suspensién o callos
organogénicos (Tal et al., 1978; Lebrun, 1985; McCoy, 1987; Tal, 1990; Dracup, 1991; Tal,
1994; Mills, 2004).

Otro aspecto que puede afectar a los posibles resultados es la composiciéon del medio de
cultivo. Aunque la influencia del agar, empleado como gelificante, sobre el potencial
osmotico se estima como relativamente baja (Minero-Amador y Stewart, 1987), su uso
conlleva varias desventajas. Segun George (2008) la presencia del agar puede inhibir la
movilidad de iones y dar como resultado una distribucion heterogénea en el medio. Por
tanto, se decidid sustituir el medio gelificado por medio liquido para evitar este posible
problema y asegurar la presencia de suficiente NaCl en la rizosfera durante todo el cultivo.
Otra ventaja de la utilizacién de medio liquido frente al sélido reside en la facilidad de
sustituir el medio a lo largo del ciclo de cultivo. Esta posibilidad facilitd la realizacion de los
ensayos con una fase previa de enraizamiento, aplicando el tratamiento salino en el

momento deseado cuando los brotes ya estaban enraizados.

En el escrutinio in vitro de brotes sin enraizar se evaluaron 491 lineas, de las cuales
cincuenta y tres (11%) mostraron diferentes alteraciones: menor formacion de raices,
reduccion del tamafio de la parte aérea, elevada brotacién lateral, aumento en la densidad
de tricomas en las hojas, sintomas de clorosis y necrosis, o efectos mas severos de
intoxicacidon que provocaban el colapso de la planta. Para confirmar estas observaciones y
averiguar hasta qué punto los resultados obtenidos son reproducibles o dependientes del
tratamiento salino, se repitid la evaluacion de estas lineas, no solo en presencia de NaCl sino
también en condiciones control. En treinta y cuatro de las cincuenta y tres lineas evaluadas
no se observd ninguna alteracion respecto del WT. En diez lineas se observaron
modificaciones distintas a las manifestadas inicialmente, y nueve lineas mostraron un
comportamiento consistente con lo observado en el experimento inicial. Desde nuestro
punto de vista estos resultados no rebaten la utilidad del sistema, sino indican que al
trabajar con material clonado procedente de plantas TG1 los resultados pueden estar

afectados por aspectos fisioldgicos o epigenéticos de la linea T-DNA, por variaciones en las
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condiciones ambientales (medio de cultivo, temperatura,...) y por la forma en que se obtiene
el material vegetal de partida. Por tanto, hay que tratar con cautela las observaciones

iniciales y hacer las corroboraciones pertinentes para alcanzar unos resultados fiables.

A partir de este resultado y teniendo en cuenta la influencia que puede tener el estado del
material vegetal en el resultado final (p.ej. una manipulacion deficiente puede provocar un
mal enraizamiento adventicio), se disefid una nueva forma de evaluar estas lineas
incluyendo una fase de enraizamiento en ausencia del estrés salino, previa a la adicién del
NaCl. Esta etapa previa permitié el estudio del crecimiento radicular en condiciones salinas,
un proceso diferente a la iniciacién de su desarrollo que fue el objetivo en los primeros
experimentos. Con este nuevo sistema (incluyendo el paso de enraizamiento en ausencia de
sal) se evaluaron 292 lineas independientes, entre las cuales diecisiete (6%) exhibieron una
alteracién en su fenotipo. Al igual que en el experimento anterior se observaron alteraciones
en el desarrollo de las raices, el tamano de la planta y otros sintomas de toxicidad causados
por la sal. Ademas, aparecié un nuevo fenotipo no observado hasta el momento: la floracién

temprana in vitro en tres lineas.

Para corroborar estos resultados se evaluaron brotes previamente enraizados sin sal en
medio sin y con NaCl. En concreto, se evaluaron 57 lineas, las detectadas de esta forma vy la
mayor parte de las detectadas en el sistema de crecimiento de brotes sin enraizar. En este
experimento, catorce lineas mostraron alteraciones similares a las observadas en ensayos
anteriores: menor desarrollo radicular, menor crecimiento de la parte aérea de la planta,
hiperhidratacion, sintomas de toxicidad y la presencia de flores. El cultivo simultdaneo en
ausencia y presencia de la sal permitié observar si el fenotipo mutante fue causado por el
estrés o era atribuible a un cambio en el desarrollo de la planta. En cuatro lineas se
observaron alteraciones en ambas condiciones, indicando que se trata de mutantes del
desarrollo. Ocho lineas mostraron un patrén de crecimiento parecido al testigo PE47 en
ausencia de NaCl y sintomas de hipersensibilidad en presencia de sal. Como en el
experimento anterior, se identificaron también lineas que estaban menos afectadas por la
sal que el testigo PE47. Estas dos lineas presentaban un buen crecimiento del sistema
radicular y de la parte aérea en la condicidn estresante. Esta ausencia de sintomas causados

por la salinidad puede suponer la identificacion de mutantes con mayor tolerancia.
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Tras haber evaluado casi 800 lineas transgénicas independientes, observando su respuesta al
estrés salino en diferentes sistemas de cultivo in vitro, llegamos a una serie de conclusiones
con respecto a los métodos utilizados. En primer lugar, el empleo de medio liquido permite
la aplicacion del estrés salino en explantes previamente enraizados, lo que resulta muy

complicado con el uso de medios gelificados.

En el escrutinio de brotes sin enraizar se identificaron inicialmente cincuenta y tres lineas
con algun caracter alterado y en nueve de ellas (17%) se observé el mismo tipo de alteraciéon
en un experimento de confirmacidn. Por otra parte, en el experimento de evaluacién de
brotes enraizados, se detectaron diecisiete mutantes, de los cuales ocho (47%) mostraron un
fenotipo similar en las posteriores corroboraciones. Los resultados indican que la utilizacién

de brotes enraizados mejord la reproducibilidad y por lo tanto la fiabilidad de los resultados.

5.2.2 Nuevo sistema de cultivo in vivo para el escrutinio y
evaluacion de mutantes afectados en su tolerancia a estrés
salino

Existen estudios en varias especies, incluyendo S. lycopersicum y S. pennellii, que
demuestran la reproducibilidad de observaciones in vitro en condiciones in vivo (Pérez-
Alfocea et al., 1994; Cano et al.,, 1998; Rus et al., 1999; Troncoso de Arce et al., 1999;
Carretero et al., 2007; Arzani, 2008). A pesar de ello se ha demostrado que esta relacién no
siempre se manifiesta (Mercado et al., 2000) y, como consecuencia, es imprescindible una
comprobacién de las observaciones in vivo para ratificar los resultados obtenidos in vitro.
Ademas, estos experimentos pueden revelar mutantes adicionales o nuevas caracteristicas
alteradas debido a las condiciones distintas de crecimiento, optimizando de esta manera el

aprovechamiento de la coleccidn de plantas transgénicas generada.

A pesar de evitar ciertas desventajas propias de los sistemas de cultivo in vitro, los ensayos in
vivo también presentan una serie de inconvenientes. La variabilidad en los factores
ambientales a los que se ven sometidos las plantas evaluadas, como la temperatura, la
intensidad de luz y su duracién, o la humedad relativa, pueden tener importantes efectos

sobre los niveles de tolerancia (Yeo et al., 1990; Niu et al., 2010). La variabilidad de estos
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factores no sdlo perjudica un analisis fenotipico robusto, sino que imposibilita la repeticién
de experimentos en diferentes épocas del afio y dificulta la obtencién de resultados

consistentes y reproducibles (Foolad, 2004).

Con el fin de combinar las ventajas de ambos sistemas (p.ej. escasa variabilidad de los
factores ambientales de las condiciones in vitro y cercania a las condiciones de crecimiento
de una planta en los ensayos in vivo), se disefié un método adicional que consistia en el
crecimiento de plantas en macetas individuales y cultivadas en una cdmara de cultivo con las
condiciones ambientales controladas. Este nuevo método nos permitié corroborar los
resultados obtenidos en los experimentos in vitro y facilité la evaluacién de nuevas lineas
con requerimientos minimos de tiempo y espacio, y con unas condiciones ambientales

perfectamente controladas.

Evaluamos con este sistema 1536 plantas de S. pennellii procedentes de 152 lineas T-DNA
independientes. De ellas, cuarenta y ocho provenian de la seleccién de mutantes detectados
en los escrutinios in vitro. En todos los casos se cultivaban plantas sin y con presencia de
estrés salino. Diez de las cuarenta y ocho lineas seleccionadas exhibieron fenotipos
modificados que fueron similares a los observados anteriormente in vitro. Ademas, siete de
estas diez lineas mostraron un desarrollo normal cuando se cultivaron en ausencia de NaCl.
Estos datos indican que los fenotipos alterados fueron provocados por el estrés salino. Por
otro lado, las plantas presentaban en todos los casos un menor crecimiento que el
correspondiente testigo en condiciones salinas, por lo que se consideran mutantes
hipersensibles a la salinidad. En cambio, en dos lineas las alteraciones se observaban
también en las plantas cultivadas sin estrés, por lo que cabe considerarlas como mutantes

del desarrollo.

Esta nueva metodologia se utiliz6 también para el escrutinio de 104 lineas de S. pennellii que
se evaluaron por primera vez. Entre ellas, se detectaron cuatro candidatos con fenotipos
alterados (4%). Dos lineas descubiertas en este ensayo se caracterizaban por una necrosis en
las hojas basales resultando en una senescencia prematura. Las otras dos exhibieron hojas
con bordes menos aserrados y casi lisos, y en una de ellas también se observé una reduccién

significativa en la densidad de tricomas.
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Gracias a los buenos resultados obtenidos en la evaluacién de la coleccion de S. pennellii
mediante este sistema, se decidid utilizar esta misma metodologia para la evaluacién de
progenies TG2 y TG3 de lineas T-DNA de tomate. La ventaja de la utilizacién de plantas TG2
consiste en la posibilidad de detectar mutaciones con un efecto recesivo que se manifiestan
solo en homocigosis. La segregacién fenotipica en esta generacién da informacién sobre el
nimero de genes afectados y los estudios de cosegregacién permiten examinar la relacion
entre el fenotipo observado y el T-DNA. Con este material se puede saber si la mutacién esta
causada por la insercidén de un T-DNA, en cuyo caso su clonacion se podria hacer a partir de
la secuencia conocida de ese ADN, o tiene otro origen. Hay que tener en cuenta que un
cambio fenotipico en este contexto podria estar causado, ademads de por la insercién del T-
DNA en un gen enddgeno, por la insercidon del cuerpo de vector o ADN de Agrobacterium
(Herman et al.,1990; Peterhans et al., 1990; Cluster et al., 1996; Tinland, 1996; Kononov et
al., 1997; Wolters et al., 1998; Fu et al., 2000; Svitashev y Somers, 2002;), por mutaciones
puntuales o micro-deleciones causadas por la insercién del T-DNA (Negruk et al., 1996), por
mutaciones puntuales provocadas por la activacion de elementos transponibles (Hirochika et
al., 1996) o por variaciones somaclonales causadas por el cultivo in vitro (Moreno, 1997). Por
tanto, evaluando la relacién entre el modo de herencia del fenotipo mutante y del gen
marcador que porta el T-DNA se puede averiguar si un inserto de T-DNA es el responsable de

la mutacién observada.

En estos experimentos, no se partia de dpices meristematicos enraizados sino de plantulas
procedentes de semilla, por lo que fue necesario realizar los controles adecuados para
ajustar el sistema. Para ello, se evaluaron las lineas testigo (P73 y MM) en diferentes
concentraciones salinas y el mutante hipersensible a la sal 698 ETMM, ya que esta
perfectamente caracterizada y sirve para validar la utilidad de este sistema en la evaluacién
de la tolerancia a la salinidad en lineas de tomate. Se evaluaron 1608 plantas TG2 y TG3 de
tomate pertenecientes a sesenta y ocho lineas transgénicas preseleccionadas. La finalidad de
estos ensayos consistié en confirmar las alteraciones anteriormente observadas en el
invernadero, detectar nuevas caracteristicas y averiguar su relacion con el estrés salino. En
treinta y dos lineas no fue posible reproducir los fenotipos observados en el invernadero.
Muchas de estas lineas fueron seleccionadas por mostrar cierta senescencia prematura en el

invernadero y es posible que, en el nuevo sistema, el tiempo de cultivo no fuese
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suficientemente largo para que se manifestase la alteracién anteriormente observada. De las
treinta y seis lineas que exhibieron alguna modificacién, la gran mayoria presenté un
fenotipo parecido al descrito en su evaluacién en el invernadero. En treinta lineas, se
confirmaron las alteraciones, como reduccion de tamafio, clorosis, necrosis, o una
senescencia prematura. Esta elevada concordancia entre los resultados obtenidos en el
invernadero y el nuevo sistema demuestra, desde nuestro punto de vista, su utilidad para

este propdésito.

El cultivo simultdneo en presencia y ausencia de la sal reveld en seis lineas de tomate una
clara implicacion del estrés aplicado en la manifestacion del fenotipo alterado. Mientras
cinco de estas lineas mostraron una elevada sensibilidad en comparacién con los testigos,
una destacd por no presentar los sintomas tipicos de una planta de tomate sometida a
estrés salino. En cambio, las plantas sometidas a estrés crecian practicamente igual que las
plantas crecidas en condiciones control, es decir, sin sal afnadida. Por su elevado interés y la
reproducibilidad de los resultados en varios experimentos, nuestro grupo continuara con la
caracterizacion de estas lineas a fin de identificar nuevos mecanismos y genes involucrados

en la respuesta a la salinidad.

En comparacidn con otros métodos de evaluacion, el sistema hidropdnico presenta una serie
de caracteristicas particulares. Si se compara con los ensayos en cultivo in vitro, existe una
clara diferencia en cuanto a la humedad relativa en la atmosfera, mucho menor en el
sistema hidropdnico, y en un crecimiento mas parecido al de una planta cultivada, ya que no
se anadia azucar ni reguladores del crecimiento a la solucidon de riego. Por otra parte,
aunque este sistema resulta mds laborioso que los experimentos de cultivo in vitro, el
manejo y control requieren menos recursos que un escrutinio en el invernadero. Por todo
ello, desde nuestro punto de vista, el sistema hidropdnico, demostré su utilidad para el
escrutinio de lineas T-DNA en ambas especies. Con los experimentos con S. pennellii se
comprobé la reproducibilidad de los fenotipos observados en cultivo in vitro en el 21% de las
lineas evaluadas in vivo. Ademas se detectaron nuevos mutantes con fenotipos distintos a
los observados in vitro, lo cual confirmd nuestra hipétesis sobre la necesidad de evaluar una
coleccién de plantas transgénicas mediante diferentes métodos. En el 44% de las lineas
evaluadas de tomate se observd un fenotipo similar al visto en el invernadero. Una gran

ventaja del método desarrollado en esta tesis consiste en la posibilidad de detectar

129



Discusion

alteraciones en estadios muy tempranos, como por ejemplo en el desarrollo de los
cotiledones, un hecho que complementd la descripcidn fenotipica de diversas lineas de
tomate. También, hay que resaltar que, aunque las evaluaciones se hacen a corto plazo,
algunas de las plantas evaluadas se transfirieron al invernadero para completar su

fenotipado en etapas posteriores del desarrollo y obtener las descendencias deseadas.

A modo de resumen de este apartado, con los diversos sistemas de evaluacién se han
analizado unas 900 lineas transgénicas de S. pennellii y S. lycopersicum. Para ello ha sido
necesario el manejo de mas de 8.000 plantas. Aunque el sistema de cultivo hidropdnico
presenta unas caracteristicas novedosas respecto de los métodos previos, los tres métodos
utilizados cumplen una funcién para el estudio de mecanismos especificos relacionados con
la tolerancia a la salinidad, pero su verdadero potencial reside en su naturaleza

complementaria y la posibilidad de combinarlos con otros métodos ya existentes.

5.3 Implicaciones de las alteraciones observadas en la
tolerancia a la salinidad

Tras haber demostrado la utilidad de los sistemas desarrollados para el escrutinio de una
coleccién de plantas transgénicas, vamos a revisar hasta qué punto algunas de las
alteraciones fenotipicas pueden estar relacionadas con los mecanismos de tolerancia al

estrés salino.

De forma similar a lo que se ha descrito en trabajos con otras especies (Munns, 2002;
Cominelli et al., 2013; Roy et al., 2014), algunos de los mutantes que hemos detectado tras
el escrutinio en condiciones salinas exhiben alteraciones en el crecimiento de las raices y el
desarrollo de la parte aérea. Sin embargo, se han detectado otras alteraciones fenotipicas
como la floracién temprana, la acumulacién de antocianinas o la hiperhidratacién, que

también son interesantes.
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5.3.1 Efectos de la salinidad sobre el desarrollo de los drganos
vegetativo aéreos

Segln varios estudios en tomate, el impacto del estrés salino sobre el desarrollo de los
organos aéreos es mas grave y persistente que sobre las raices, convirtiéndolo, segun
algunos autores, en una medida fiable para evaluar el nivel de tolerancia (Salim, 1989; Cruz
et al., 1990; Pérez-Alfocea et al., 1993). Una vez absorbido por la planta, el NaCl puede tener
una amplia gama de efectos negativos. Por un lado, el aumento de iones salinos resulta en
una reduccién del crecimiento vegetativo (Sharp, 1988; Munns, 2002; Abed Alrahman, 2005;
Shibli et al., 2007), lo cual tiene su origen tanto en una disminucion de la division como de la
expansion celular (Ali et al., 1994). Esto se manifiesta en un menor crecimiento del tallo
(Cruz et al., 1990), un retraso en la formacion de hojas y una reduccién de la superficie foliar
con la finalidad de reducir la transpiracién (Osorio, 1998; Blum, 1996; Albacete, 2008). El
mismo objetivo tiene el cierre de los estomas, una respuesta a la sal provocada por el acido
abscisico que se sintetiza en las raices (Schachtmann, 2008; Chaves, 2009). Por otro lado, el
estrés salino suele afectar a los érganos ya desarrollados. Aunque existen trabajos en los que
se describe un incremento de la clorofila en presencia de sal (Wang y Nil, 2000), algo que se
observé también en los experimentos con tomate aplicando concentraciones bajas de
cloruro sédico (Romero-Aranda et al., 2001), la manifestacion de sintomas de clorosis es la
consecuencia prevalente del efecto tdxico causado por la acumulacién de Na* en las hojas
(Khavarinejad y Mostofi, 1998; Parida y Das, 2005; Ghanem et al., 2008; Orellana et al.,
2010). Si la planta es incapaz de adaptarse a estas condiciones, el estrés oxidativo, como
consecuencia del aumento de especies reactivas de oxigeno en las células, ocasiona la
necrosis y senescencia de las hojas (Munns, 2002; Sanchez-Bel et al., 2012). Estos sintomas
suelen manifestarse primero en la parte inferior debido a la capacidad de dirigir el flujo de
iones de forma diferencial entre hojas jévenes y adultas (Maggio et al., 2007). Si estas
respuestas no son suficientes para controlar la homeostasis idnica, el desajuste provoca el

colapso y la muerte de la planta.

Gracias a cambios observados en estos caracteres se han podido identificar varios mutantes
que han permitido profundizar en los mecanismos bioldgicos implicados en la tolerancia a la
salinidad en tomate. En nuestro grupo se han identificado varios mutantes afectados en la

respuesta al estrés salino con alteraciones en el desarrollo de la parte aérea de la planta. Por
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ejemplo, la linea 698 ET73, que exhibe mayor clorosis foliar y sintomas de hiperhidratacion
in vitro, y el mutante pms (protecting meristems against salinity), que se caracteriza por la
una inhibicion del desarrollo de la parte aérea (Egea et al., 2014; Sanchez, 2016). Ademas,
partiendo del estudio de otro mutante fue posible clonar el gen ARS1 (ALTERED RESPONSE
TO SALINITY1) (Campos et al., 2015). Este mutante presentaba sintomas de clorosis, necrosis
y la senescencia prematura de las hojas tras la aplicacion de estrés salino in vivo. A nivel
fisiolégico se descubrié una elevada concentracion de Na® en las hojas. Esta acumulacién fue
causada por una alteracién en el cierre de los estomas, lo que aumentaba la transpiracidn. El
analisis comparativo de la proteina ARSI indicd una elevada similitud con miembros de la
familia MYB, factores de transcripcidn que participan en respuestas a diferentes estreses

abidticos (Campos et al., 2015).

5.3.2 Efecto de la salinidad sobre el sistema radicular

Las raices, que estan en contacto directo con el sustrato o la solucidn nutritiva de cultivo,
regulan la absorcion de agua e iones y forman de esta manera la barrera permeable entre el
entorno y las condiciones interiores de la planta. Su reaccion adecuada al estrés salino o
hidrico es esencial para mantener las funciones vitales en condiciones adversas y, debido a
esta funcion, la deteccién de mutantes alterados en el desarrollo radicular y la comprension
de los procesos relacionados pueden ayudar a mejorar la tolerancia. Aunque se ha descrito
que la detencion del desarrollo de las raices al verse sometidas a estrés salino parece tener
un efecto transitorio y reversible (Rodriguez et al., 1997), el crecimiento de las raices de
tomate suele ser muy sensible a aplicaciones de sal y por lo tanto es un caracter vélido para
evaluar la tolerancia de esta especie (Bourgeais-Chaillou y Guerrier, 1992; Mercado et al.,
2000; Shibli et al., 2007). Adicionalmente a esta observacién, Cano y colaboradores (1998)
mostraron que la elevada tolerancia de S. pennellii en comparacién con el tomate cultivado
se refleja también en la repuesta del sistema radicular al estrés salino y que por eso puede

servir como buen indicador en esta especie silvestre.

El descubrimiento de varios genes relacionados con la tolerancia al estrés salino a partir de
observaciones in vitro relacionadas con alteraciones en el crecimiento radicular demuestra

que el desarrollo radicular es un buen indicador para cambios en los mecanismos de
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tolerancia. Por ejemplo, los genes SOS, que tienen funciones esenciales en la homeostasis de
iones y en la respuesta al estrés salino, se identificaron mediante observaciones del
desarrollo de las raices después de una aplicacién de NaCl (SOS1: Wu et al., 1996; SOS2, Zhu
et al., 1998; SOS3: Liu y Zhu, 1997; SOS4: Shi et al., 2002; SOS5: Shi et al., 2003). El gen HKT1,
que regula la absorcién de Na* por la raiz, se descubrié también utilizando esta aproximacién
(Rus et al., 2001). De la misma manera, Borsani y colaboradores (2001) identificaron dos loci
involucrados en la tolerancia a la salinidad en tomate (tss1 y tss2), demostrando asi que el
desarrollo radicular esta estrechamente relacionado con la tolerancia de una planta frente al

estrés salino.

La posibilidad de evaluar in vitro el efecto de la sal sobre materiales sin o con raices y realizar
cambios de medios sin dafar el sistema radicular ofrece grandes oportunidades para
observar facilmente la reaccion del érgano mas relevante en la respuesta a la salinidad,
evaluar su implicacion en la absorcion de los iones y examinar el efecto de la sal sobre los

organos aéreos en ausencia de esta barrera.

5.3.3 Floracion temprana

En términos generales, algunas condiciones adversas para la planta pueden resultar en una
aceleracion del ciclo de vida para asegurar el desarrollo de la fase reproductiva (de Jong y
Leyser, 2012; Takeno, 2012). En el tomate se ha demostrado que el momento de floracién
puede ser alterado por ciertas circunstancias como temperaturas bajas, dias cortos, la
intensidad de la fuente de iluminacién, disponibilidad de nutrientes y el estrés salino (Dielen
et al., 2004; Quinet et al., 2006; Samach y Lotan, 2007; Ghanem et al., 2009). El estrés salino
esta descrito en diferentes especies como inductor de adelanto de la floracién (Liu et al.,
1989; Mercado et al., 2000; Munns y Tester, 2008), pero también como un factor que la
retrasa (Hayward y Long, 1943; Dumbroff y Cooper, 1974; Maas y Poss, 1989; Lutts et al.,
1995; Achard et al., 2006; Ghanem et al., 2009; Ryu et al., 2011; Ryu et al., 2014; Kazan y
Lyons, 2015). En tomate el tipo de respuesta parece depender de la intensidad del estrés
aplicado y del genotipo evaluado. Concentraciones altas resultan en un retraso de la
floracién (Hayward y Long, 1943; Dumbroff et al., 1974; Ghanem et al., 2009), mientras que

un estrés moderado ocasiona una cierta antelacion (Liu et al., 1989; Mercado et al., 2000). Al
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evaluar la respuesta de dos cultivares de tomate sometidos a un tratamiento salino,
Mercado y colaboradores (2000) observaron que sélo uno respondia con floracién

temprana, mientras que el segundo no mostrd ninguna alteracién en este caracter.

Aparte de que no se conocen los mecanismos que pueden favorecer una floracién
adelantada en condiciones salinas, este tipo de alteracién parece ocurrir con una frecuencia
muy baja. Evaluando una coleccion de 13.000 lineas mutagenizadas de tomate para una
serie de propiedades in vivo, Menda et al. (2004) observaron que sélo cuatro de las 41 lineas
afectadas en la floracién exhibieron una antelacién mientras las otras manifestaron un
retraso. Los mecanismos que pueden resultar en un adelanto de floraciéon en condiciones
salinas son desconocidos, pero se conocen varios factores que la retrasan. El gen GIGANTEA
(Gl) controla la floracidon en Arabidopsis (Yoo et al., 2005; Fornara et al., 2007; Mishra y
Panigrahi, 2015) y responde a diferentes estreses abidticos entre los que se encuentra la
salinidad (Kurepa et al., 1998; Cao et al., 2005). Se ha demostrado que el estrés salino da
como resultado una degradacién de giberelinas causando un retraso de floracion (Kawasaki
etal., 2001; Kim et al., 2013; Park et al., 2013). También se observd un efecto negativo de la
sal sobre otros genes que participan en la regulacién de la floracion. Asi, la reduccidn en la
expresion de CONSTANS (CO), LEAFY (LFY) y FLOWERING LOCUS T (FT) prolongé la fase
vegetativa y retraso la transicion a la floracion (Achard et al., 2006; Kim et al., 2007; Li et al.,
2007). Aparte de estos genes que promueven la floracién, también se conocen otros que
inhiben la floracién y que estan afectados por el estrés salino. Un ejemplo de este tipo de
genes es BROTHER OF FT AND TFL1 (BFT), que en presencia de un estrés salino retrasa la
formacion de flores (Ryu et al., 2014; Kazan et al., 2015). En base a un mutante knock-out de
BFT (bft-2) que no exhibié un retraso de floracién en presencia de sal, Ryu y colaboradores
(2011) revelaron un mecanismo adicional en este proceso. Otro inhibidor de la floracién es el
gen FLOWERING LOCUS C (FLC). Diversos autores han demostrado la existencia de un efecto
indirecto del NaCl sobre su expresion (Streitner et al., 2008; Lorkovic, 2009). Recientemente
se ha descubierto que una quinasa dependiente de ciclina, una clase de enzimas que
participa en la regulacion del ciclo celular y la determinacién de las células en los 6rganos,
también tiene una funcidn en la regulacidn transcripcional de genes activados por el estrés
salino (Wang et al., 2004). La pérdida de funcidon del gen CYCLIN-DEPENDENT KINASE G2

(CDKG2) tuvo como consecuencia una aceleracion de la floracion, regulando de una manera
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desconocida la expresion de FLC, y una reduccién de los sintomas negativos del tratamiento

salino durante la germinacion y el crecimiento (Ma et al., 2015).

En este contexto resulta muy interesante no sélo haber identificado varias lineas con una
antelacion de la floracién, sino que algunas de ellas muestren esta alteracion como

respuesta al estrés salino.

5.3.4 Produccidon de antocianinas

Las antocianinas son un grupo de sustancias, derivadas de los flavonoides, al que pertenecen
alrededor de 650 compuestos. La capacidad de estos pigmentos hidrosolubles para absorber
diferentes longitudes de onda de la luz y reflejar otras da como resultado su propiedad de
colorear los tejidos vegetales en tonalidades entre asalmonado, rojo, morado y azul oscuro,
segun el pH (Andersen, 2010). Aparte de su funcidn conocida de dar color a las flores y frutos
para atraer polinizadores y dispersores de semillas, las antocianinas intervienen en la
defensa contra una amplia gama de estreses (Chalker-Scott, 2002; Hernandez et al., 2009;
Kovinich et al., 2015). En situaciones de carencia de agua, como ha sido el caso en la
deteccidn de la linea 5509 ETSP, las antocianinas disminuyen la evapotranspiracidn, tanto
mediante una reduccién de la conductividad de los estomas como por su funcion
osmoreguladora que resulta en una disminuciéon del potencial osmético mejorando la
retencion del agua en las hojas (Chalker-Scott, 2002; Hughes et al., 2013). Ademas, se ha
demostrado que las antocianinas retrasan la senescencia de las hojas y que eso puede
reducir los dafios causados por sequia (Rivero et al., 2007; Landi et al., 2015). Otro aspecto
relevante en relacidn con los estreses abidticos es el efecto anti-oxidativo de estos
compuestos. Una de las consecuencias perjudiciales del estrés osmdtico consiste en la
formacion de especies de oxigeno reactivo en los cloroplastos, lo que representa un peligro
para la estructura y el funcionamiento de las células (Vickers et al., 2009; Sharma et al.,
2012). Se ha demostrado tanto in vitro (Neill y Gould, 2003; Juadjur et al., 2015) como in vivo
(Gould et al.,, 2002; Zhang et al., 2012; Nakabayashi et al., 2014) que las antocianinas
reducen el contenido de diferentes especies de oxigeno reactivo, mejorando de esta manera
la tolerancia a la sequia y a la salinidad (Eryilamz, 2006; Sperdouli y Moustakas, 2012). Se

sabe desde hace tiempo que la defensa contra el estrés salino de S. pennellii es mas efectiva
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que la de las especies cultivadas, gracias en parte a su sistema anti-oxidativo mas eficiente
(Mittova et al., 2002). Frary y colaboradores (2010) mostraron recientemente que la
tolerancia a la salinidad se basa también en el aumento de flavonoides, el grupo al que

pertenecen las antocianinas.

Aparte de la posibilidad de identificar genes que regulen la sintesis de antocianinas, la
deteccién de un mutante afectado en la metabolizaciéon de estos compuestos en presencia
de un estrés especifico (en concreto, estrés hidrico) puede revelar mecanismos involucrados
en la respuesta al estrés abidtico. Un ejemplo que ilustra el comentario anterior es la
identificacion del gen AIR1 (ANTHOCYANIN-IMPAIRED-RESPONSE 1) en Arabidopsis. Entre
otras propiedades, el mutante sos3-1 de A. thaliana se caracteriza por una acumulacién de
antocianinas en presencia de sal. En un escrutinio de mutaciones secundarias inducidas por
T-DNA en el fondo genético de sos3-1, se identificd una mutacidn secundaria que suprimio la
formacidn de antocianinas e inhibié esta respuesta especifica al estrés salino. A continuacién
se demostré que el gen alterado, A/R1, es un factor de transcripcion que se activa
exclusivamente en condiciones salinas, regula la expresion de genes de la ruta de sintesis de

las antocianinas e influye la tolerancia a estrés oxidativo (Van Oosten et al., 2013).

5.3.5 Hiperhidratacion

Las caracteristicas especiales del cultivo in vitro pueden resultar en una serie de alteraciones
fisioldgicas en el desarrollo de las plantas que se incluyen bajo el término hiperhidratacion.
El elevado contenido en agua, azucares y la presencia de reguladores de crecimiento en los
medios utilizados para el cultivo in vitro pueden afectar el desarrollo de la planta. Ademas, la
composicion de la atmosfera dentro de los recipientes puede generar diversas alteraciones
(Bairu y Kane, 2011; Ruffoni y Savona, 2013). Aparte de la elevada humedad relativa que
reduce la transpiracion (Ziv, 1991), el contenido alterado de varios gases relevantes para el
crecimiento vegetal como el etileno, diéxido de carbono y oxigeno (Jackson et al., 1991;
Buddendorf-Joosten y Woltering, 1994) puede tener efectos severos sobre el desarrollo de
los 6rganos aéreos. Un factor principal de la hiperhidratacion parece ser la excesiva
acumulacién de agua en el apoplasto, lo que conduce a un engrosamiento de tallos y hojas

que da como resultado el aspecto cristalino o vitrificado de los tejidos tipico de las plantas
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hiperhidratadas (Debergh et al., 1992). Este exceso de agua en los tejidos vegetales afecta el
estado fisiolégico de la planta de forma similar a como lo hacen otros estreses abidticos,
inhibiendo el intercambio de gases y provocando un estrés oxidativo debido a la
acumulacién de especies reactivas de oxigeno (Rojas-Martinez et al., 2010; Van den Dries et
al., 2013). Otros procesos biolégicos que se ven alterados por la hiperhidratacién son el
funcionamiento de los estomas, la formacidén de paredes celulares y haces vasculares, la
sintesis de lignina, polifenoles y la cera de la cuticula que afectan el transporte de agua e

iones (Hazarika, 2006).

En un escrutinio de una coleccién de lineas transgénicas, la deteccién de mutantes con
fenotipos de hiperhidratacién puede abrir nuevas posibilidades para el estudio de procesos
relacionados con la tolerancia a estreses abidticos. Un ejemplo sobre la posible relevancia de
mutantes con sintomas de hiperhidratacién para detectar mutantes sensibles a la salinidad
es la linea sog-698 (698 ETMM) de tomate. Este mutante se identificé en nuestro grupo de
trabajo en un escrutinio de plantulas expuestas a estrés salino in vitro y sirvié para calibrar el
sistema de capilaridad (Garrido, 2009). En estudios mas exhaustivos del mutante in vivo se
comprobdé que acumula significativamente mds agua en los foliolos que el WT. En
condiciones salinas, este elevado transporte causa una mayor tasa de transpiracién y
conductancia estomatica resultando en la acumulacién de Na® en las hojas, donde se
observa la manifestacién de una clorosis a los pocos dias del inicio del tratamiento salino

(Pineda et al., 2011; Egea et al., 2014).

Se ha descrito que plantas de S. pennellii cultivadas in vitro no muestran un patrén de
crecimiento diferente en comparacién con plantas cultivadas in vivo, que su respuesta a un
estrés salino es similar en ambas condiciones y que no exhiben una elevada susceptibilidad
para la hiperhidratacién (Cano et al., 1998; Mills, 2004). En esta tesis, se identificaron dos
lineas con severos sintomas de hiperhidratacién por lo que su manifestacion puede indicar

una alteraciéon en un mecanismo relacionado con la absorcién de agua o iones.
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5.4 Los mutantes mas relevantes

Uno de los objetivos centrales de esta tesis es la identificacion de mutantes alterados en la
tolerancia a la salinidad. La imposibilidad de obtener progenies TG2 de S. pennellii nos ha
impedido realizar el analisis de las descendencias para la mayoria de las lineas transgénicas
generadas. Por lo tanto, en muchas de estas lineas no se ha podido confirmar que las
alteraciones identificadas en el escrutinio de la TG1 tienen su origen en una mutacion
génica, estudiar el modo de herencia y la existencia de cosegregacién entre el fenotipo
mutante y un inserto de T-DNA. Pese a todas estas dificultades se han identificado tres
mutantes de S. pennellii que tienen un gran interés. La linea 4196 ETSP, un mutante
dominante, presenta un fenotipo en la TG1 excepcional o insdlito. El mutante 4166 ETSP,
que se identificd en una de las pocas TG2 evaluadas, exhibe alteraciones en su desarrollo
vegetativo, en concreto en la ramificacidon axilar. Por otra parte, la linea 4025 ETSP, que
presenta graves alteraciones en su desarrollo radicular embrionario y adventicio, exhibe un
fenotipo apropiado para estudiar las fases iniciales del desarrollo radicular. Dentro de los
materiales pre-seleccionadas de tomate destacd la linea 901 ET73 con su fenotipo afectado
en el desarrollo radicular y el posible interés que pueden tener estas alteraciones para
entender la regulacion del crecimiento de este drgano tan importante para la tolerancia a

estreses abidticos como la salinidad o sequia.

5.4.1 901 ET73

Para aprovechar el desarrollo de nuevos métodos de evaluacion de la tolerancia a la
salinidad, se decidid llevar a cabo un objetivo adicional que consistia en el estudio de algunas
lineas de tomate preseleccionadas por haber mostrado algun fenotipo interesante en la TG2.

De estos ensayos, cabe resaltar los resultados obtenidos con la linea 901 ET73.

La linea 901 ET73 tiene un gran interés porque, aunque el fenotipo mutante se muestra en
ausencia de estrés, sus alteraciones afectan, entre otros érganos de la planta, a uno tan
relevante para la respuesta a estrés hidrico o salino como es la raiz. La dificultad para formar
raices se observa tanto in vivo como in vitro. Segun el sistema de riego, la reduccién de

raices en el mutante tenia un efecto mas o menos severo sobre el crecimiento de los
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organos aéreos. Cuando las plantas se cultivaron con riego por goteo, crecieron, aunque algo
menos que el testigo, y llegaron a florecer y dar frutos sin problemas. En cambio, cuando el
cultivo se hizo en macetas regadas manualmente cada varios dias se observd el colapso del
tallo principal a partir de cierta longitud y las plantas no llegaron a florecer. Cuando estas
ultimas se pasaron a un sistema de riego por goteo fueron capaces de recuperarse
parcialmente y desarrollar tallos de mayor longitud. Los primeros sintomas que se
observaron en la parte aérea fueron el colapso de la parte apical de los tallos por el
marchitamiento del meristemo y de las hojas mas jovenes. Como consecuencia del colapso
del meristemo apical, se observéd la brotacién axilar de yemas de las zonas inferiores de la
planta. En definitiva, pensamos que la mutacién de la linea 901 ET73 afecta al crecimiento
radicular y tiene como consecuencia alteraciones adicionales como una reduccién de

tamanio, la falta de turgencia en las hojas o el colapso de los meristemos apicales.

Aparte de ser la entrada principal de agua y nutrientes, la raiz da soporte, convirtiendo a las
plantas en organismos sésiles (Jones y Ljung, 2012). Esta inmovilidad provoca la necesidad
de adaptarse continuamente a las condiciones presentes en su hdbitat y modificar su
desarrollo seglin los cambios en su entorno (Wolters y Jirgens, 2009). Dentro de estos
factores ambientales, los estreses bidticos y abidticos requieren la incorporacién de senales
externas en la programacion del crecimiento para asegurar una respuesta adecuada por su
potencial amenaza para la supervivencia (Fujita et al., 2006; Bacaccia, 2010). Esta aptitud de
adaptarse y responder de forma flexible a diversos estimulos, denominada plasticidad, se
manifiesta a nivel bioquimico, fisiolégico y morfoldgico, y tiene que mantener un balance
ajustado entre la respuesta al estrés y su repercusién sobre el crecimiento (Peleg vy
Blumwald, 2011; De Jong y Leyser, 2012; Lawlor, 2013; Fahad et al., 2015). Las primeras
observaciones relacionadas con esta caracteristica se hicieron hace mas de 100 afios, cuando
Cannon (1911) describié que las plantas del desierto pueden modificar la arquitectura de sus
raices en funcion de la disponibilidad de agua. Debido a la importancia y la complejidad de
una respuesta adecuada a los factores ambientales, los procesos involucrados en el
desarrollo y las respuestas a los diversos estreses estan estrechamente vinculados y muchas
veces controlados por los mismos genes (Claeys y Inzé, 2013). Por lo tanto y con la finalidad
de mejorar la productividad de los cultivos en condiciones adversas, uno de los retos

cientificos y agrondmicos mas relevantes en la actualidad consiste en la comprensién de los
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nexos que existen entre desarrollo radicular y tolerancia a estrés (Hirayama y Shinozaki,
2010; lyer-Pascuzzi et al., 2011; Wachsmann et al.,, 2015). La importancia que tiene la
arquitectura de la raiz para la adaptacion a condiciones desfavorables convierte a los genes
involucrados en el desarrollo radicular en objetivos de alto interés para incrementar la

tolerancia a los estreses abidticos (de Dorlodot et al., 2007).

Debido a los pocos genes identificados en el tomate que regulan el desarrollo de sus raices,
es necesaria la revision en otras especies para ver qué genes pueden estar afectados en el
caso presente. En Arabidopsis se han identificado varios genes que modulan el desarrollo de
las raices (Scheres et al., 2002; Cuesta et al., 2013). Se han descubierto diversos factores de
transcripcién que afectan la arquitectura de la raiz, como SCARECROW (SCR) y SHORTROOT
(SHT), que regulan la divisidn celular asi como la renovacién y distribucidn de células madre
(Di Laurenzio et al., 1996; Hellariutta et al., 2000), y BREVIS RADIX (BRX), que controla la
proliferacién y elongacién de células en la zona de crecimiento del apice radicular (Mouchel
et al., 2004). Recientemente se ha demostrado que el ortélogo de maiz del gen LATERAL
ROOT PRIMORDIA 1 (LRP1) de Arabidopsis interactia con genes de la familia Aux/IAA (Smith
y Fedoroff, 1995; Zhang et al., 2015). La incapacidad de transportar, recibir o procesar la
sefializacion de auxinas suele resultar en un crecimiento reducido del sistema radicular, algo
que se observd en el mutante 901 ET73. Asimismo, mutantes como auxin resistant4 (axr4),
transport inhibitor responsel (tirl) o los afectados en el gen AUXIN INFLUX CARRIER 1
(AUX1) se caracterizan por raices menos desarrolladas (Hobbie y Estelle, 1995; Bennett et
al., 1996; Ruegger et al, 1998, Gray et al., 1999). Los mutantes sasl (sodium
overaccumulation in shoot) y shs1 (sodium hypersensitive 1) de Arabidopsis presentan un
crecimiento reducido de las raices en ausencia de sal (Nublat et al., 2001; Inan et al., 2007).
En presencia de sal, shs1 respondié con un desarrollo de las raices todavia mas disminuido,
la acumulacién de antocianinas y sintomas de clorosis (Inan et al., 2007). Cultivado en un
medio suplementado con sal, el mutante sas1 se caracteriza por una elevada acumulacién
de sodio en el tallo, consecuencia de una elevada absorcién por las raices del NaCl presente

en el medio de cultivo (Nublat et al., 2001).

Ademas de estos ejemplos, que se caracterizan por un desarrollo radicular reducido, existen
otros que presentan un crecimiento incrementado. Aparte de ayudar a entender las

caracteristicas del mutante que hemos identificado, estos materiales pueden servir para
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demostrar la ventaja de un sistema radicular bien desarrollado en condiciones adversas. En
una coleccién de plantas transgénicas de Arabidopsis obtenidas mediante el sistema de
activacion transcripcional (activation tagging), Karaba y colaboradores (2007) identificaron
un mutante de ganancia de funcidn. El gen alterado, hardy (hrd-D), pertenece a la familia de
factores de transcripcion AP2/ERF cuyos miembros intervienen en la respuesta a diferentes
estreses bidticos y abidticos (Gutterson y Teuber, 2004; Mizoi et al., 2012). La mutacidn
hrd-D, que provoca un mayor desarrollo del sistema radicular, resultd en una elevada
tolerancia tanto a sequia como al estrés salino (Karaba et al., 2007). Como consecuencia de
una sintesis aumentada de la auxina IAA, rooty (rty) y las mutaciones alélicas superrootl
(surl) y aberrant lateral root formation1 (alf1-1) aumentan la cantidad de raices secundarias
y pelos radiculares mejorando de esta manera la superficie de absorcién de agua vy

nutrientes (Boerjan et al., 1995; Celenza et al., 1995; King et al., 1995).

Un caso mas reciente para demostrar la relacién intima entre el desarrollo y la tolerancia al
estrés salino es el mutante res (restored cell structure by salinity) que los grupos
participantes en el proyecto en el que se enmarca la presente tesis identificaron en una
coleccion de plantas de tomates transformadas con la trampa de intensificadores (Garcia-
Abelldn et al., 2015). En ausencia de sal las plantas mutantes se caracterizan por un
crecimiento reducido y sintomas de clorosis y necrosis en la parte aérea y una reduccion de
la longitud y del nimero de raices laterales. Estudios fisiolégicos revelaron un elevado nivel
del acido jasmonico en las raices como causante del fenotipo. Sorprendentemente, la
aplicacién de un estrés salino a plantas cultivadas in vitro e in vivo causd la desaparicion de
las alteraciones en las raices y hojas, y resultd en la restauracion de la estructura celular que
fue la base de las modificaciones observadas. En definitiva, en nuestra opinidn, la
identificacion de los genes responsables y el entendimiento de todos estos mecanismos
pueden contribuir a una futura mejora de las plantas frente a estreses, como la sequia y la

salinidad, a los que se ve sometida la raiz habitualmente.
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5.4.2 4196 ETSP

Las plantas de la linea 4196 se caracterizan por un pronunciado retraso en el crecimiento,
una elevada compacidad debido a entrenudos mas cortos y hojas con una morfologia
diferente, cuyos limbos estan totalmente arrugados. También se observaron alteraciones en
los 6rganos reproductivos que pararon su desarrollo en una fase equivalente a la pre-antesis
en plantas silvestres y que imposibilitaron la obtencién de descendencia del mutante. Con
estas caracteristicas, el fenotipo de la linea 4196 ETSP presenta una cierta similitud con los
mutantes de tomate Dwarf (D) (Bishop et al., 1996), dumpy (dmp) (Koka et al., 2000) o curl-3
(cu-3) (Holton et al., 2007). Estos tres mutantes se caracterizan por tener alterado el
metabolismo de los brasinoesteroides, un grupo de compuestos con funciones de hormonas
vegetales, por lo que es posible que el mutante 4196 ETSP esté alterado también en un
proceso relacionado, aunque sera necesaria la realizaciéon de algin experimento adicional

para comprobar esta cuestion.

El descubrimiento de que un grupo de esteroides actia como hormonas vegetales empezd
con la observacién de que aplicaciones de extractos de polen tenian un efecto positivo sobre
el crecimiento de la planta (revisado por Clouse, 2015). Se descubrié entonces que estos
compuestos, con su estructura quimica de tipo esteroidal, forman parte de los
brasinoesteroides, un grupo omnipresente en el reino vegetal (Divi et al., 2009) y a la vez
singular por ser los Unicos esteroides con las funciones esenciales de una hormona vegetal
(Sun et al., 2005). Partiendo de la brasindlida, se han identificado dos rutas de sintesis
interrelacionadas, numerosas funciones y alrededor de 70 sustancias con efectos similares,
entre ellas precursores como la catasterona (Yokota et al., 1982; Fujioka y Yokota, 2003;

Vriet et al., 2012; Singh y Salvaldi-Goldstein, 2015).

La modulacién de la frecuencia mitdtica, la regulacion del transporte de agua hacia las
células en fase de expansidn y un incremento en la extensibilidad de las paredes celulares
son conocidos puntos de intervencion de los brasinoesteroides para facilitar el crecimiento
(Wang et al., 1993; Bajguz, 2000; Morillon et al., 2001; Friedrichsen y Chory, 2001). Otros
mecanismos en los que intervienen los brasinoesteroides son la germinacién, la
diferenciacién vascular, la fotomorfogénesis, el cierre de estomas, procesos de senescencia y

el desarrollo reproductivo (Chory et al., 1991; Bishop y Yokota, 2001; Montoya et al., 2002;
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Haubrick y Assmann, 2006). Los mutantes con pérdida de funcién en la metabolizacién,
senalizacion o percepcion de los brasinoesteroides tienen un fenotipo compacto, con un
crecimiento lento y hojas arrugadas (Azpiroz et al., 1998). Ademas, la interaccién de los
brasinoesteroides con otras hormonas vegetales ilustra la importancia de estos compuestos
en el control de una amplia gama de procesos (Divi et al., 2010; Domagalska et al., 2010;

Gruszka, 2013).

En experimentos posteriores a esta tesis se ha demostrado que la aplicacién externa de
24-epibrasinolide a la linea 4196 ETSP no da como resultado la restauracion del fenotipo WT,
como si ocurre con alguno de los mutantes identificados en tomate. Por lo tanto, pensamos
que la mutacidn no estd afectando a un gen relacionado con la sintesis de esta hormona,
sino a uno involucrado en el proceso de deteccidon y/o sefializacién. El primer gen
identificado que participa en la percepcién de las sefiales transmitidas por los
brasinoesteroides fue BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1 (BRI1) (Clouse et al., 1996). Su
clonacidén se consiguié en 1997 por Li y Chory, y permitié la identificacion de homodlogos en
una amplia gama de especies (Clouse, 2015). La clonacién de la versién original del gen
CURL3 del tomate, que proviene de una mutacidn espontdnea en un lote de semilla de S.
pimpinellifolium y fue introducido mediante cruces inter-especificos en la especie cultivada,
reveld que es un homdlogo de BRI1 (Yu, 1982; Koka et al., 2000; Montoya et al., 2002). BRI1
codifica una quinasa que percibe los brasinoesteroides en la superficie de las células y
transmite las sefiales al nucleo donde otros factores de transcripcion activan los genes

controlados por los brasinoesteroides (Clouse, 2011).

Aparte de su participacion en procesos de desarrollo, hay varias funciones de los
brasinoesteroides que afectan a la tolerancia a estrés bidtico y abiético (Divi y Krishna, 2009;
Ashraf et al., 2010; Sirhindi, 2013). Mediante su aplicacién externa se descubrieron
consecuencias positivas sobre la tolerancia a temperaturas extremas, la carencia de agua y la
presencia de iones téxicos como la sal (Khripach et al., 2000; Fariduddin et al., 2014).
También se ha demostrado que estas hormonas pueden incrementar la actividad de ciertos
enzimas con funciones antioxidantes (Li et al., 2012) e intervenir en el cierre de los estomas
reduciendo de esta manera la evapotranspiracion (Pustovoitova et al., 2001; Haubrick et al.,

2006).
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Esta amplia gama de efectos positivos de los brasinoesteroides sobre el desarrollo en
general y la respuesta a diversos estreses les convierte en un objetivo de gran interés para la
mejora vegetal. El elevado coste de los brasinoesteroides sintéticos impide actualmente su
aplicacion externa en la agricultura, por lo cual la modificacién de mecanismos endégenos
de las plantas a través de genes que intervienen en su metabolizacion o sefializacién puede
ser una forma mas viable para aprovechar sus beneficios (Vriet et al.,, 2012). Un claro
ejemplo en este sentido es la relevancia que ha tenido la identificacion de una mutacién
espontanea en un gen que es el ortélogo de BRI1 en cebada. El alelo uzul.a confiere
insensibilidad a los brasinoesteroides y su presencia da lugar a plantas enanas. Las lineas que
portan este alelo se utilizan desde hace mds de 100 afios en Japdn vy, gracias a su resistencia
contra el encamado y el incremento en el indice de cosecha, han servido como parentales
para la obtencidon de en un gran nimero de cultivares en Asia Oriental y para los programas

de mejora actuales (Saisho et al., 2004; Dockert et al., 2014).

5.4.3 4166 ETSP

Las plantas mutantes de la linea 4166 ETSP presentan una elevada brotacién lateral. La
dominancia apical y la ramificacién como resultado de la activacion de yemas axilares son
uno de los aspectos clave de la arquitectura de la planta. En la actualidad, la reduccién de la
ramificacién suele ser un objetivo prevalente en la mayoria de los cultivos para facilitar la
mecanizacién del trabajo y reducir la competencia por diferentes recursos como luz, agua y
nutrientes, resultando en un aumento de la productividad (Kebrom et al., 2013). Conviene
resaltar, no obstante, que también existen ejemplos de lo contrario. Por ejemplo, en algunas
ornamentales lo que se busca es mayor ramificacidn axilar, ya que la mayor brotacién da
plantas mas atractivas por su compacidad y frondosidad. En el tomate cultivado, ambos
patrones de crecimiento pueden ser interesantes. En efecto, mientras que en los cultivares
de crecimiento indeterminado la reduccién de la brotacion lateral reduciria el trabajo
necesario para su cultivo (Heuvelink y Buiskool, 1995), en los cultivares de tipo determinado
una mayor ramificacion podria dar como resultado un incremento de la produccion (Lee et
al., 2015). Asi pues, la identificacidon de la causa que provoca el fenotipo mutante en la TG2

de la linea 4166 ETSP (elevada brotacion lateral) puede llegar a tener cierto interés practico.
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La disponibilidad de mutantes, la identificacion de algunos de los genes involucrados y el
descubrimiento de las estrigolactonas como nueva hormona vegetal han dado como
resultado la creacidon de varios modelos para explicar la activacidon de las yemas axilares, un
evento con una compleja regulacién espacio-temporal y elevada plasticidad (Evers et al.,
2011; Rameau et al., 2015). Varios mutantes de Arabidopsis, arroz, guisante y petunia con
mayor brotacién lateral ayudaron a entender algunos de los mecanismos que controlan el
desarrollo de los tallos laterales. Los mutantes more axillary growth (max) de Arabidopsis se
caracterizan por un transporte incrementado de auxinas y estdn alterados en la sintesis
(max1, 3 y 4) o la senalizacion (max2) de las estrigolactonas (Bennett et al., 2006;
Domagalska y Leyser, 2011). De la misma manera, los mutantes ramosus (rms) del guisante
son deficientes en la metabolizacién o la percepcion de las estrigolactonas. Se ha
demostrado que algunos de ellos estan afectado en genes ortdlogos a MAX (Sorefan et al.,
2003; Johnson et al., 2006). Aparte de exhibir una respuesta reducida a la aplicacion externa
de auxinas tras su decapitacion (Beveridge et al., 2000), estos mutantes presentan
alteraciones en los niveles de citoquininas en el xilema (Domagalska y Leyser, 2011).
También se ha demostrado que algunos mutantes de arroz con una elevada brotacién lateral
estan alterados en genes ortdlogos a MAX o RMS (Zou et al., 2006; Arite et al., 2007; Dun et
al., 2012). De la misma manera, los mutantes decreased apical dominance (dad) de petunia
se caracterizan por una reducida dominancia apical y son deficientes en la sintesis o

sefalizacion de las estrigolactonas (Rameau et al., 2015).

La relevancia de las auxinas en el mantenimiento de la dominancia apical y el control de la
ramificacion se conoce desde los experimentos de Thimann y Skoog en 1933, pero su forma
de actuacidn sigue siendo objeto de discusién. El motivo principal para esta controversia se
basa en la observacién de que estas hormonas sélo son transportadas de manera basipetal y
en que, segln parece, no entran en las yemas axilares (Prasad, 1993; Booker et al., 2003;
Petrasek y Frimel, 2009). Una de las hipdtesis para resolver esta cuestiéon es el modelo de
canalizacion que supone la exportacidén de auxinas desde un meristemo como requisito para
su activacién (Sachs, 1981; Li y Bangerth, 1999). Segun esta teoria, un flujo de auxinas de una
fuente a un sumidero, por ejemplo desde el meristemo apical hacia las raices, inhibe nuevas
afluencias de auxinas desde origenes diferentes. La reduccién del suministro desde el

proveedor inicial, por un evento como la decapitacién, crea un desabastecimiento en la ruta
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de transporte establecida y permite la formacion de nuevos canales de suministro desde las
yemas axilares. El otro modelo propone la intervencién de mensajeros secundarios que
estan bajo el control de las auxinas. Las candidatas para esta funcién son las citoquininas y
las estrigolactonas con sus efectos opuestos sobre la brotacién. El efecto positivo de las
citoquininas sobre el desarrollo de los tallos laterales se conoce desde hace tiempo y se ha
demostrado que las auxinas reducen la transcripcién de enzimas relevantes para la sintesis
de estas hormonas que, una vez transportadas a las yemas axilares, promueven su
crecimiento (Sachs y Thimann, 1967; Nordstrom et al., 2004; Tanaka et al., 2006). De manera
contraria, las auxinas promueven la metabolizacion de estrigolactonas que tienen un efecto
inhibidor sobre el desarrollo de los brotes laterales (Johnson et al., 2006; Brewer et al.,
2009). Al regular simultdaneamente de forma positiva y negativa la sintesis de dos hormonas
con efectos antagonistas, las auxinas determinan indirectamente la arquitectura de la planta
(Dun et al., 2012). Como no todas las observaciones se explican con uno de los modelos por
separado, es probable que ambos se complementen y estén involucrados en la regulacién al
mismo tiempo, con ciertas prevalencias segun diferentes circunstancias (Domagalska y

Leyser, 2011; Miiller y Leyser, 2011; Waldie et al., 2014).

Mientras que con estos modelos se intenta explicar la regulacién de la brotacion lateral por
las tres hormonas mads relevantes en este proceso, se desconocen en gran medida los
mecanismos que ocurren en las yemas axilares como respuesta a estas sefiales. Hasta el
momento solamente ha sido posible relacionar unos factores de transcripcion de la familia
TCP (teosinte branched 1, cycloidea, proliferating cell factors) localizados en las yemas
axilares con el control de la brotacién lateral. Estos factores de transcripcidn intervienen en
una amplia gama de procesos relacionados con el crecimiento, entre ellos la activacién de
genes involucrados en el ciclo celular y la proliferacién de células en mono- y dicotiledéneas
(Martin-Trillo y Cubas, 2010). El primer gen de este grupo identificado fue TEOSINTE
BRANCHED 1 (TB1). Este gen se identific6 a partir de un mutante de maiz (teosinte
branched1) que, sorprendentemente, tiene un fenotipo mas parecido al de los teosintes que
al de las plantas de maiz. La seleccion de tbl tuvo un papel determinante en la
domesticacién del maiz, ya que permitié un cambio drastico en la arquitectura de la planta,
hasta el punto de que a partir de una planta extremadamente ramificada (teosinte) se pasé a

otra (maiz) con una elevada dominancia apical (Doebley et al., 1997). Los dos paralogos de
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BRC1 en tomate (el homdlogo de TB1 en Arabidopsis) parecen ser el resultado de una
duplicacién génica o la duplicacion del genoma entero que ocurrid en las Solandceas hace
unos 60-70 millones de afios y que cred dos versiones del gen ancestral BRC1 (Fawcett et al.,
2009). De estas dos copias, los transcritos de SIBRC1b estan mas presentes e inhiben de
forma mas eficaz la ramificacién en plantas de tomate (Martin-Trillo et al., 2011). Lineas de
pérdida de funcién de SIBRC1b obtenidas mediante la técnica de RNA de interferencia
exhiben un fenotipo de elevada brotacidn. Para esclarecer si la otra versién de SLBRCI,
SIBRC1a, perdid su funcion durante la domesticacién, se estudio el efecto de una copia del
gen de la especie silvestre S. pennellii (SpBRC1a) presente en una linea de introgresion con el
cultivar de tomate M82 de la coleccién de Eshed y Zamir (1995). Estas plantas se
caracterizan por un nivel de transcripcion de la versidon de BRC1a proveniente de S. pennellii
(SpBRC1a) cuatro veces mas alto que el propio de la especie cultivada. El fenotipo de la
planta presenta una reduccién en la brotacion lateral (Martin-Trillo et al., 2011). Teniendo
en cuenta que la modificacién de la brotacion lateral puede ser un objetivo de mejora en
tomate, este resultado es un buen ejemplo para una aplicacién diferente del uso de especies

silvestres en el estudio de los caracteres de interés agronémico.

5.4.4 4025 ETSP

La caracteristica mds destacable de las plantas mutantes identificadas en la TG2 de la linea
4025 ETSP es la ausencia de raices normales. Esta alteracion afecta, por un lado, a la raiz
embrionaria y las raices laterales cuyo crecimiento se detiene tras unos pocos milimetros de
elongacion. Ademas, diferentes explantes no forman raices adventicias en condiciones en
que las plantas WT lo hacen sin problema. En esta linea se ha llegado ya a identificar cudl es
el gen etiquetado en el mutante. Las funciones del gen etiquetado y de su homdlogo en
Arabidopsis son desconocidas. Se sabe solamente que se expresan en los meristemos de las
raices, por tanto, el estudio de las alteraciones puede ayudar a entender su papel en el
crecimiento radicular. Como este proceso tiene una elevada importancia para las plantas, en
general, y la tolerancia a la salinidad y sequia, en particular, el estudio detallado de este
mutante puede aportar conocimientos relevantes para la mejora de estos caracteres. La

asignacion de una funcidén definida para el gen alterado en la linea 4025 ETSP es un reto. Su
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funcién podria estar relacionada con las hormonas que regulan el enraizamiento como las
auxinas, las citoquininas y el acido abscisico, o con los factores de transcripcion que
controlan la expresion de una multitud de genes que modifican el desarrollo de las raices
(Casimiro et al., 2003; Malamy, 2005; Guan et al., 2015; Wachsmann et al., 2015). De
cualquier forma, una de las mejores alternativas para seguir profundizando en la funcién del

gen afectado es acometer su analisis funcional mediante su silenciamiento y sobreexpresion.

Dentro de los varios mutantes de Arabidopsis afectados en el desarrollo de la raiz se
encuentran unos pocos con fenotipos parecidos a la linea 4025 ETSP. Los mutantes root
meristemless1 y 2 (rml1 y 2) identificados por Chen y colaboradores (1995) exhiben un
desarrollo radicular muy reducido y un fenotipo parecido al de la linea 4025 ETSP. Ambos se
caracterizan por la falta de divisiones celulares en el apice de la raiz. En lugar de ello, los
tejidos correspondientes experimentan una diferenciacién terminal que resulta en células
vasculares y corticales, dando lugar a rudimentos radicales con una longitud de 1 a 2
milimetros. Aunque tanto rml/1 como rml2 son capaces de iniciar primordios a partir del

periciclo, solamente se observd la conversion en raices laterales en rml1.

El mutante affected lateral root formation 3 (alf3) también se caracteriza por una reducida
longitud de la raiz embrionaria y alteraciones en el desarrollo de raices laterales (Celenza et
al., 1995). En este caso, los primordios de las raices laterales son incapaces de crecer tras
emerger de la epidermis y detienen su actividad metabdlica resultando en la ausencia de
crecimiento tras alcanzar una longitud de unos pocos milimetros. Al contrario de la linea
4025 ETSP es posible restaurar el fenotipo silvestre mediante aplicacién del acido
indolacético. En base a estos resultados los autores postularon una participacion de ALF3 en
la sintesis de auxinas localizadas en los primordios, o el transporte de esta hormona hacia el
primordio (Celenza et al., 1995). Mientras la insensibilidad del mutante 4025 ETSP a la
aplicacion externa de diferentes auxinas excluye estas dos posibilidades, la ausencia de
enraizamiento en los experimentos de injertos, con los apices cultivados a diferentes
concentraciones o en presencia de distintas auxinas indica que se puede tratar de un
mutante con un fallo en una etapa posterior en la sefializacidn por auxinas. Por el momento,
la clasificacion de la secuencia obtenida en el grupo del Dr. Lozano como 'proteina

desconocida' solamente permite concluir que el gen alterado no codifica uno de los
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miembros conocidos de los receptores de auxinas, factores de transcripcidon o cualquiera de

los genes conocidos que estan regulados por ellas.

El hecho de que las raices primarias y laterales con sus distintos origenes estén afectadas de
forma similar indica que el gen alterado participa en un mecanismo comun. Ademas, el
proceso alterado parece tener una funcidn esencial en la formacién de raices adventicias
cuyo crecimiento estd completamente inhibido. Mientras las células iniciales de la raiz
primaria se forman durante las primeras divisiones cigéticas en el embrién de las plantas
(Scheres et al., 1996) y las raices laterales provienen del periciclo (Dolan et al., 1993), las
raices adventicias proceden de diferentes tipos de tejidos a través de una organogénesis
directa o indirecta a partir de un callo previamente formado (Li et al., 2009). Aparte de que
estos tres tipos de raices comparten una estructura bdsica y varios aspectos como la
regulacién del desarrollo por auxinas y citoquininas, o la implicaciéon de genes como SHR o
RML1 que controlan su arquitectura, cada una tiene sus particularidades (Malamy, 2005;

Tian et al., 2014).

Otro resultado relevante para enfocar el estudio de la linea 4025 ETSP es la observacion en
varios experimentos de que los explantes de las plantas mutantes son capaces de formar
callo, pero incapaces de desarrollar raices adventicias. En estudios recientes se ha propuesto
que la formacidn de un callo desorganizado y las divisiones de células del periciclo que dan
lugar a la formacion de raices laterales estan controlados por el mismo grupo de genes
(Sugimoto et al., 2010). Los resultados de estos autores sugieren que tejidos parecidos al
periciclo estan también presentes en organos aéreos y que la formacién de un callo no
consiste en la desdiferenciaciéon de células, sino mds bien en su conversidon en un tejido
parecido al meristemo radicular. Los estudios que hemos realizado sobre el efecto de
distintas auxinas en el enraizamiento de la linea 4025 ETSP, asi como los relacionados con la
respuesta morfogenética en explantes de hoja en presencia de diferentes combinaciones de
auxinas y citoquininas (donde se observd la incapacidad del mutante de formar raices en
medios con auxinas) ofrecen las primeras pistas de que el gen alterado en el mutante
también puede tener una funcién en este tipo de procesos. De esta manera, el mutante no
solo puede resultar interesante con respecto al desarrollo radicular, sino también en la
comprension de los mecanismos comunes entre enraizamiento, proliferacion celular y

respuesta morfogenética.
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6 Conclusiones

1. Tras una mejora significativa en el método de transformacion, se ha generado una
coleccion de 2181 lineas T-DNA a partir de dos accesiones de Solanum pennellii con
una trampa de intensificadores. Todas estas plantas transgénicas son diploides vy

provienen de eventos de transformacion independientes.

2. Para detectar lineas T-DNA de S. pennellii con mutaciones que afecten a su nivel de
tolerancia a estrés salino se han puesto a punto tres nuevos métodos de evaluacion.
Dos de ellos, el cultivo de 4pices meristematicos en medio liquido y el cultivo de
apices meristematicos previamente enraizados, se llevan a cabo in vitro. El tercer
método, basado en un sistema hidropdnico, combina las ventajas de las evaluaciones
in vitro e in vivo. Este Ultimo sistema se ha ajustado para su empleo en la evaluacion

de lineas T-DNA de tomate.

3. Tras el escrutinio de una coleccion de 887 lineas T-DNA de S. pennellii se han
detectado mutantes con cambios en diferentes caracteres. Algunos de estos

mutantes presentan una mayor hipersensibilidad al estrés salino.

4. Gracias a la puesta a punto del sistema hidropénico, se han evaluado 68 lineas T-DNA
de tomate para estudiar el efecto del estrés salino en su desarrollo. Se ha descubierto
qgue la linea 901 ET73, que exhibia menor crecimiento y pérdida de turgencia de las
hojas en el invernadero, también presenta alteraciones en el desarrollo radicular.
Ademads, se ha comprobado que los meristemos apicales se marchitan y colapsan

cuando los tallos alcanzan un determinado tamafio.

5. Se han caracterizado tres mutantes del desarrollo de Solanum pennellii. La linea 4196
ETSP presenta una mutacion de naturaleza dominante que hace que las hojas
engrosen y se arruguen como ocurre en otros mutantes defectuosos en la sintesis o
sefalizacion de los brasinoesteroides. La linea 4166 ETSP presenta una mutacién de
naturaleza recesiva que provoca una mayor ramificacion lateral y pérdida de
dominancia apical. Se ha comprobado que esta mutacién no esta causada por ningun

T-DNA ni fragmento del cuerpo del vector, por lo que se atribuye a un evento de
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variacion somaclonal. La linea 4025 ETSP presenta una mutacion de naturaleza
recesiva que hace que tanto la raiz embrionaria como las raices adventicias detengan
su crecimiento. No se ha podido revertir el fenotipo del mutante mediante la adicion
exogena de auxinas al medio de cultivo. Tras comprobar la cosegregacion entre el
inserto de T-DNA y el fenotipo mutante, se ha clonado el gen etiquetado en el
mutante. El ortélogo de este gen en Arabidopsis se expresa mayoritariamente en las
células meristematicas de la raiz, lo que tiene relacién con el fenotipo de nuestro
mutante de tomate. Por otro lado, el gen de Solanum pennellii que hemos clonado

codifica una proteina que, de momento, tiene una funcién desconocida.
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