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RESUMEN GENERAL

IDENTIFICACION DE PLANTAS DE TOMATE TRANSFORMADAS CON EL
GEN AtAVP1 TOLERANTES A SAL

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es considerado una de las hortalizas de
mayor importancia a nivel mundial. La salinidad de los suelos y el agua esta
aumentando considerablemente en las areas de produccién, por lo que se
requiere desarrollar variedades con tolerancia a este factor. La transformacién
genética mediante el gen AtAVP1, el cual facilita el transporte de iones Na* del
citosol a la vacuola, a mostrado conferir resistencia a plantas hacia el estrés
salino. El objetivo fue identificar eventos de transformacion exitosos de plantas de
tomate con el gen AtAVP1 con tolerancia a sales durante la germinacion, plantula
y planta adulta. En las etapas de germinacion y plantula se evalué la generacion
T2 (proveniente de 11 eventos TO de la linea L3 de tomate modificada
genéticamente con el gen AtAVP1), 2 eventos con el gen TPS; asi como la linea
L3 original y un hibrido comercial. En la prueba de germinacion se utilizo la
concentracion de 80 mM de NaCl. En plantula y planta adulta se empleé solucion
nutritiva adicionada con 200 mM de NaCl. La determinacion de tolerancia o
susceptibilidad en los tres estados fenolégicos se realizO mediante andlisis
multivariado de agrupamiento y discriminante. En la etapa de germinacion y
plantula se identificaron con alto vigor 6 y 8 eventos AtAVP1, respectivamente, y
2 eventos TPS en ambas pruebas. En etapa de planta adulta, 5 eventos AtAVP1
y uno de TPS mostraron el mejor desempefio. Mediante PCR se identificaron en
T1 eventos transformantes con proporcion 3 : 1 (tolerantes : susceptibles a sales);
en contraste, las evaluaciones fenotipicas de la T2 no indicaron dicha proporcion,
al haber sido seleccionado solo eventos positivos en T1. La presencia de eventos
con niveles de tolerancia variables, sugiere que existen diferentes niveles de
expresion del gen ante condiciones de salinidad, ya que todos los eventos fueron
derivados de una misma linea.

Palabras clave: NaCl, tolerancia, gen AtAVP1, germinacion, plantula, planta
adulta.



GENERAL SUMMARY

IDENTIFICATION OF TOMATO PLANTS TRANSFORMED WITH THE ATAVP1
SAL TOLERANT GENE

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is considered one of the most important
vegetables worldwide. The salinity of soils and water is increasing seriously in
production areas, and it requires the development of varieties with tolerance to this
stress. Genetic transformation with the AtAVP1 gene, which facilitates the
transport of Na* ions from the cytosol to the vacuole, has been shown to confer
plant resistance to salinity conditions. The objective was to identify successful
transformation events of tomato plants with the AtAVP1 gene with salt tolerance
during germination, seedling and adult plant stages. During germination and
seedling, the T2 generation (obtained from 11 TO events of the genetically modified
tomato L3 line with the AtAVP1 gene), two events with the TPS gene; as well as
the original L3 line and a commercial hybrid were evaluated. In the germination
test, the concentration of 80 mM NaCl was used. In seedling and adult plant
stages, nutritional solution added with 200 mM NaCl was used. The determination
of tolerance or susceptibility in the three phenological states was made by
multivariate cluster and discriminant analyses. In the germination and seedling
stages 6 and 8 AtAVP1 events, respectively, were identified with high vigor and 2
TPS events in both tests. In the adult stage, 5 AtAVP1 and one TPS events showed
the best performance. By means of PCR in T1, transformative events witha 3 : 1
(tolerant : susceptible to salts) ratio were identified; however, phenotypic
evaluations in T2 did not indicate such proportion, having been selected only
positive events in T1. The presence of events with varying tolerance levels
suggests that there are different capacities of gene expression in salinity
conditions, since all events were derived from the same line.

Keywords: NacCl, tolerance, AtAVP1 gene, germination, seedling, adult plant.



1. INTRODUCCION GENERAL

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es considerado uno de los cultivos mas
importantes a nivel mundial. Las condiciones desfavorables como la presencia de
sales en suelo y agua de riego disminuyen su produccién, por lo que la tolerancia a
este factor ha sido atendida con interés dentro del mejoramiento genético.

El cambio climatico y el uso irracional de fertilizantes han incrementado los suelos
afectados por salinidad (Reyes et al., 2010), por lo que esta condicion de estrés afecta
alrededor de 800 millones de hectareas de suelo y 32 millones de hectareas de tierra
agricolas a nivel mundial (FAO, 2015). En México, cerca de 13 % (372,675 ha) de las
tierras cultivadas sufren de estos problemas (SEMARNAT, 2010). Los suelos afectados
tienen alta concentracion de sales solubles (Na*) y elementos téxicos (Cl), y en menor porcion

elementos que contrarrestan estos efectos como el carbonato de sodio y el yeso, (FAO, 2018).

Por lo anterior, se prevé que el tomate tendra en algdn momento que desarrollarse con
el uso de agua salina, o bien, en suelos salinos. Esta situacioén justifica el enfoque de
algunos programas de mejoramiento genético para la busqueda de variedades
tolerantes (Florido & Bao, 2014). Una de las alternativas de mejoramiento la representa
el uso de transgénicos, en donde uno de los genes empleados para conferir tolerancia

a sal y sequia es el AtAVP1.

Dicho gen por medio de la ATP-asa permite el paso de iones de Na* al interior de la
vacuola, lo que contrarresta los efectos negativos del estrés osmatico en el citosol. El
proceso de obtencion de plantas transgénicas tolerantes a sales mediante el gen
AtAVP1, obliga a la evaluacion de los eventos positivos ante el estrés para corroborar
el grado de expresion de la tolerancia adquirida.

Con base a lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue identificar eventos
de transformacion exitosos de plantas de tomate con el gen AtAVP1 con tolerancia al

estrés salino durante la germinacion, plantula y planta adulta.



2. REVISION DE LITERATURA GENERAL

2.1 EFECTOS DE LA SALINIDAD

Las plantas bajo condiciones de suelos salinos disminuyen su consumo de agua, lo
gue provoca intoxicacion por iones y estrés osmaotico (Munns & Tester, 2008). La
mayoria de los cultivos son sensibles a este estrés en las diferentes fases de desarrollo
del cultivo, desde la germinacion hasta la madurez comercial del fruto (Nahar et al.,
2011). El tomate es una especie medianamente sensible a las sales, por lo que esta

condicion disminuye su desarrollo y rendimiento de fruto (Goykovic & Saavedra, 2007).

Las plantas en condiciones adversas como la salinidad son afectadas de dos formas
generales, el estrés hidrico debido a la disminucién del potencial osmatico en la zona
de las raices y la toxicidad por iones de CI"y Na* debido a esto se presentan diversos
problemas, retraso en la germinacion de la semilla y disminucién del porcentaje de
germinacion (Hajer et al., 2006) ya que se afecta los procesos iniciales durante la
germinacioén: imbibicion, sintesis de enzimas y translocacion de sustancias hacia el
embrion retardando su crecimiento y el desarrollo inicial de la plantula (Reyes et al.,
2010); ademas disminuye la altura en las plantas, las hojas se presentan en menor
namero (Romero et al., 2001), asi mismo presentan clorosis y necrosis principalmente
en los bordes (Goykovic & Saavedra, 2007), se disminuye la fotosintesis (Florido y
Bao, 2014), los contenidos de clorofila a y b se disminuyen al aumentar la
concentraciones de sales (Hajer et al., 2006) y ocurre la disminucion potencial del
rendimiento de frutos (Grainferberg et al., 2000). También se presenta una disminucion
de materia seca (Reina-Sanchez et al., 2005) y perdida de agua, simultaneamente
ocurre una disminucion del potencial de turgencia (Blum, 2009), bajos potenciales
osmoéticos y acumulacién de solutos debido a los iones de Cly Na* (Talebi et al., 2009)
lo que provoca una disminucién del peso fresco y seco. A nivel de la raiz, las sales
alteran la absorcion de agua que afectan el crecimiento de los 6rganos aéreos
(Goykovic & Saavedra, 2007).



En tomate, la presencia de sales disminuye la densidad de estomas en la cara adaxial
de las hojas, mientras que en la cara abaxial se incrementa ligeramente (Salas et al.,
2001); asi mismo, disminuye la acumulacion de biomasa, conductancia estomética,
transpiracion, los potenciales hidrico foliar, osmético y la conductividad hidraulica de
las raices con concentraciones de 50, 100 y 200 mM de Na* en la solucién nutritiva
(Morales et al., 2010).

2.2 MECANISMOS DE TOLERANCIA A SALES EN PLANTAS

Las respuestas de la planta al estrés provocado por sales dependen del genotipo, de
su estado fenoldgico, de la duracion y la severidad del estrés y de los factores

ambientales que lo provocan (Cattivelli et al., 2008).

Existen mecanismos que se activan ante el exceso de sales, entre ellos esta la
restriccion de la absorcion de iones en los tallos, para evitar la intoxicacion en la parte
area, asi como la regulacién osmotica la cual permite ajustar las altas concentraciones
de sales al permitir competir a la raiz por agua (Salas et al., 2001). Otras respuestas
involucran cambios anatémicos y morfoldgicos que permiten mejorar el uso eficiente
de agua e incrementar la tolerancia, entre ellos, la elongacion inmediata y rapida de

las raices, lo cual es un indicador importante de resistencia al estrés (Foolad, 2007).

En la genética molecular se ha identificado la accion de algunos genes en la activacion
de mecanismos que regulan la expresién génica a la resistencia al estrés hidrico. La
manipulacion de estos genes, relacionados con el mantenimiento de la estructura y
funcién de los componentes celulares, es una de las vias para obtener plantas

tolerantes al estrés (Sanjari & Yazdansepas, 2008).

De esta forma, la respuesta de la planta al estrés salino podria considerarse, en cierta
forma, similar a la que ocurre en condiciones de sequia. A nivel morfolégico, anatomico
y celular las plantas responden al estrés hidrico desarrollando adaptaciones evolutivas,
tanto que les permiten vivir en condiciones de constante de estrés hidrico (Witcombe

et al., 2008). También poseen mecanismos de aclimatacion que se activan en



respuesta a estrés hidrico. Se dan cambios en procesos de desarrollo que tienen

varios efectos sobre el crecimiento cuando el déficit hidrico se desarrolla lentamente.
2.3 VENTAJAS DEL GEN AtAVP1

El mejoramiento genético asistido como la incorporacion de genes es una de las
estrategias para crear especies tolerantes o resistentes a los efectos del estrés hidrico.
AVP1 identificado en la vacuola de Arabidopsis thaliana es una bomba de protones
que permite acidificar la vacuola mediante la liberacion de energia por la hidrolisis de
un pirofosfato (PPi) en dos moléculas de fosfato (Pi) (Yang et al., 2007). AVP1 se ubica
principalmente en el tonoplasto de las células, pero también se ha localizado en la
membrana plasmatica donde la sobreexpresion de dicho gen da como resultado un

aumento en la actividad y abundancia de H*-ATPasa.

Permite incrementar el tamafio de las células (Gaxiola et al., 2001), mejorar la actividad
de transportadores secundarios (Gaxiola et al., 2002) y de reguladores de osmosis
aumentando la cantidad de solutos, la retencién de agua, de fosforo (Yang et al., 2007;
Yang et al., 2014) y nitrégeno (Hermans et al., 2006). Las plantas transformadas con
el gen AtAVP1 muestran un mayor desarrollo del sistema radical y mayor capacidad
de compartamentalizacion de Na, esto explicaria el incremento de la tolerancia a
salinidad (Ferjani et al., 2011; Gaxiola et al., 2012).

Se ha tratado de entender y explicar la forma en la que el gen actia para generar
plantas tolerantes a condiciones de estreses abio6ticos. La primera de ellas es el
secuestro de iones de Na* dentro de la vacuola mediante el uso de transportadores
vacuolares como H*-PPasas vacuolar y antiportadores Na*/H*. Al mantenerse los
iones lejos del citosol sus efectos téxicos disminuyen y ayuda a incrementar la
retencion de agua en los tejidos de las plantas. Para facilitar el secuestro de estos
cationes el gen aumenta la acidificacion de la vacuola. AVP1 también regula el
transporte de auxinas al aumentar la actividad de la H*-ATPasa en la membrana
plasmatica, ademas regula la concentracién citosélica de PPi de tal manera que mejora
la gluconeogénesis y, por tanto, el crecimiento heterotréfico de la planta. Se sabe que

altas concentraciones de PPi en el citosol inhiben los procesos metabdlicos. De tal



manera, es posible que AVP1 pueda regular muchas de las rutas dependientes de PPi
al hidrolizarlo con ayuda de las H*-PPasas, sin bombardeo de protones y sin gasto de
energia. Se ha propuesto ademas el transporte mejorado de sacarosa desde la fuente
hasta los tejidos de demanda, esto debido a la funcién de la PPi-sintasa en la

membrana plasmatica de las células acompafantes del floema (Schilling et al., 2017).



3. IDENTIFICACION DE PLANTAS DE TOMATE TRANSFORMADAS CON EL
GEN AtAVP1 TOLERANTES A SAL EN GERMINACION Y PLANTULA

RESUMEN

El desarrollo de variedades transgénicas para contrarrestar efectos de sales en suelo
y agua de riego en tomate es una alternativa que requiere su estudio y validacién ante
este tipo de estrés. El objetivo de la presente investigacion fue identificar plantas
transformadas de tomate con el gen AtAVP1, con tolerancia a sales durante las etapas
de germinacion y plantula. Se emple6 semillas T2 provenientes de 11 eventos TO de
la linea L3 de tomate modificada genéticamente con la constitucion pTF101.1-
35S::AtAVP1::NOS y dos eventos con el gen de la trehalosa (TPS). Ademas, se
evaluaron la linea L3 original y un hibrido comercial. La prueba de germinacion se
realiz6 durante 15 dias en camara a 25 °C y humedad relativa de 80 %. Se utilizé una
solucion de agua destilada con 80 mM de NaCl. Se evalu6: porcentaje de germinacion,
materia seca acumulada e indice de velocidad de germinacion. En plantula se emple6
solucion nutritiva adicionada con 200 mM de NacCl, aplicada entre 15y 35 dias después
de la emergencia. Se evalu6 porcentaje de emergencia, numero de plantulas vivas,
area bajo la curva del vigor (escala visual), porcentaje de sobrevivencia, vigor de
plantula, materia seca acumulada e indice de velocidad de emergencia. A partir de
plantas T2, en ambas etapas fenoldgicas (germinacién y plantula) no se identificaron
eventos transformantes con proporcion 3 : 1, tolerantes : susceptibles a sales. La
tolerancia se asoci6 al vigor durante la germinacién y a la velocidad y porcentaje de
emergencia altos; asi como mayor acumulacion de materia seca en plantula. La
presencia de eventos con niveles de tolerancia variables, sugiere que existen
diferentes niveles de expresion del gen ante condiciones de salinidad, ya que todos
los eventos fueron derivados de una misma linea.

Palabras claves: estrés salino, gen AtAVP1, germinacion, plantula, tolerancia.



IDENTIFICATION OF TOMATO PLANTS TRANSFORMED WITH THE GEN
AtAVP1 SALT TOLERANTS IN GERMINATION AND PLANT

ABSTRACT

The development of transgenic varieties to counteract the effects of salts in soil and
irrigation water in tomatoes is an alternative that requires its study and validation under
this stress. The objective of this investigation was to identify transformed tomato plants
with the AtAVP1 gene, with salt tolerance during the germination and seedling stages.
Seeds from T2 generation of eight TO events of the genetically modified tomato L3
inbreed, with the constitution pTF101.1-35S::AtAVP1::NOS, and two events with the
trehalose gene (TPS) were used. In addition, the original L3 inbreed and a commercial
hybrid were evaluated. The germination test was performed during 15 days in a
chamber at 25 ° C and 80 % RH. A solution of distilled water with 80 mM NaCl was
used. Germination percentage accumulated dry matter and germination speed index
were evaluated. In seedling, nutritional solution added with 200 mM of NaCl was
applied from 15 to 35 days after the emergency. Emergency percentage, alive
seedlings, area under the vigor curve (visual scale), survival rate, seedling vigor,
accumulated dry matter and emergency speed index were evaluated. From T2 plant,
in both phenological stages (germination and seedling), transformative events weren’t
identified with a 3 : 1 ratio, tolerant : susceptible to salts. Tolerance was associated with
vigor during germination and high emergency rate, percentage rate, and higher
seedlings dry matter accumulation. Considering events with different level of tolerance
imply that there are variable levels of gene expression under salinity conditions, since
all events were derived from the same inbreed.

Keywords: saline stress, AtAVP1 gene, germination, seedling, tolerance.



3.1 INTRODUCCION

El tomate es uno de los vegetales mas consumidos en el mundo, después de la papa
y antes de la cebolla. Su produccion se ve afectada por diversos factores como sequia,
salinidad, heladas, calor, plagas y enfermedades, entre otros. Esto ha sido la causa
para la busqueda de técnicas mas eficientes de mejoramiento con el fin de generar
variedades con tolerancia a los factores adversos de la produccion. Generalmente, los
mejoradores recurren en primera instancia a la utilizacion de recursos genéticos
nativos o silvestres; no obstante, esto no ha sido suficiente para lograr los objetivos
mencionados; es por ello que se ha recurrido al uso de técnicas biotecnoldgicas para
incrementar la eficiencia del mejoramiento genético; entre las que se encuentra la

incorporacion de genes foraneos al genoma del cultivo.

La transformacion genética mediante organogénesis es una de las técnicas mas
utilizadas para la incorporacién de genes, ya que alrededor de 70 % de las plantas
transgénicas han sido obtenidas con este método (Frary & Van-Eck., 2007). En la
genética molecular se ha identificado la accién de algunos genes en la activacion de
mecanismos que regulan la expresién génica a la resistencia al estrés hidrico. La
manipulacion de estos genes, relacionados con el mantenimiento de la estructura y
funcion de los componentes celulares, es una de las vias para obtener plantas
tolerantes al estrés (Sanjari & Yazdansepas, 2008). Plantas transformadas con el gen
AtAVP1 y su sobreexpresion han tenido como resultado la obtencién de plantas
tolerantes a la sal y sequia en especies como Arabidopsis, algodén, arroz, tabaco,
tomate, alfalfa y maiz, (Pasapula et al., 2010).

La tolerancia a sales adquirida puede explicarse por un aumento de la capacidad de
absorcion de Na* en las vacuolas. En tanto que la resistencia a la sequia se atribuye

a una mayor capacidad osmorreguladora (Martinoa et al., 2007).

AVP1 también permite incrementar el tamafio de las células (Gaxiola et al., 2001),
mejorar la actividad de transportadores secundarios (Gaxiola et al., 2002) y de
reguladores de osmosis aumentando la cantidad de solutos, la retencién de agua, de

fosforo (Yang et al., 2007; Yang et al., 2014) y nitrégeno (Hermans et al., 2006). Las



plantas transformadas con el gen AtAVP1 muestran un mayor desarrollo del sistema
radical y mayor capacidad de compartamentalizacion de Na*, esto explicaria el

incremento de la tolerancia a salinidad (Ferjani et al., 2011; Gaxiola et al., 2012).

Las plantas en condiciones adversas como la salinidad son afectadas de dos formas
generales, el estrés hidrico debido a la disminucion del potencial osmético en la zona
de las raices y la toxicidad por iones de Cl-y Na* debido a esto se presentan diversos
problemas, retraso en la germinacién de la semilla y disminucion del porcentaje de
germinacion (Hajer et al., 2006) ya que se afecta los procesos iniciales durante la
germinacion: imbibicion, sintesis de enzimas y translocacion de sustancias hacia el
embridn retardando su crecimiento y el desarrollo inicial de la plantula (Reyes et al.,
2010); ademas disminuye la altura en las plantas, las hojas se presentan en menor
namero (Romero et al., 2001), asi mismo presentan clorosis y necrosis principalmente
en los bordes (Goykovic & Saavedra, 2007), se disminuye la fotosintesis (Florido y
Bao, 2014), los contenidos de clorofila a y b se disminuyen al aumentar la
concentraciones de sales (Hajer et al., 2006) y ocurre una disminucién de materia seca
(Reina-Sanchez et al., 2005) y perdida de agua.

La germinacién de semillas y el desarrollo de plantulas son las dos etapas mas criticas
para el establecimiento de los cultivos y las mas sensibles al estrés abiotico. Por tal
razén, la busqueda e incorporacion de genes involucrados en el incremento de la
tolerancia a salinidad dentro de estas etapas es uno de los objetivos en el

mejoramiento genético (Patade et al., 2011).

El objetivo de la presente investigacion fue identificar plantas transformadas de tomate
con el gen AtAVP1, con tolerancia a sales durante la etapa de germinacién y plantula.



3.2 MATERIALES Y METODO

La investigacion se desarroll6 en invernaderos y laboratorios de la Universidad
Auténoma Chapingo (UACh), México (19°29" LN, 98°53" LO y 2240 msnm), durante
2018 y 2019 en el Proyecto de Mejoramiento Genético de Jitomate.

3.2.1 Obtencién de transformantes evaluados

Se estudiaron plantas transformadas de la generacion T2 para los genes AtAVP1 y
TPS de la linea experimental de tomate L3. Su obtencién se realiz6 de la siguiente

manera:

A la linea experimental L3 se le aplico un protocolo de transformacién con el gen AVP1
y otro con el gen TPS; ambos por medio de la bacteria Agrobacterium tumefaciens y
organogénesis in vitro. En el primer caso, se obtuvieron 12 brotes de los cuales 7
eventos TO resultaron positivos de acuerdo con la prueba de PCR. Posteriormente se
obtuvo por autofecundacion la descendencia T1l y a partir de pruebas PCR se
identificaron 54 familias positivas, con los cuales por autofecundacion se obtuvo la

generacion T2. Estas ultimas fueron objeto del presente trabajo.
3.2.2 Pruebade tolerancia a sal en germinaciéon

Se evalud semilla de la generacion T2 proveniente de 11 eventos TO con el gen
AtAVP1 y semilla T2 provenientes de 2 eventos TO con el gen TPS (gen de la
trehalosa) de la linea experimental L3. También se empleé la linea L3 original y el
hibrido comercial El Cid de Harris Moran®.

Se uso la concentracién de cloruro de sodio de 80 mM. Para su preparacion se utilizé
agua destilada y NaCl calidad reactivo con 99.3 % de pureza. La unidad experimental
consistio en una caja Petri de 9 cm de diametro, con 25 semillas y papel filtro como
sustrato, saturado con 2.5 ml de agua destilada o con la solucion salina (80 mM). Se
utilizé un disefio experimental completamente al azar con cuatro repeticiones. La
prueba de germinacion se realizé durante 15 dias en cdmara (LAB-TECH INC Modelo

D-7140) en obscuridad constante, temperatura de 25 °C y humedad relativa de 80 %.



Se realizaron conteos diarios, durante 15 dias, de las semillas germinadas. Una semilla
germinada se consideré cuando ocurrié la protrusién de la radicula. Al final de la
prueba se evalud: porcentaje de germinacion (%), peso seco (PS) e indice de
velocidad de germinacion (IVG), de acuerdo con la formula propuesta por Maguire
(1962):

IVG=Z(xi/di) i=1,2,3..n
=1

Doénde: n = nimero de conteos realizados durante la prueba; Xi= niumero de semillas
germinadas entre el conteo i-1 y el conteo i; di= nUmero de dias después de la siembra

en el conteo i.
3.2.3 Prueba de tolerancia a sal en plantula

En esta prueba se evaluaron los mismos genotipos de la etapa de germinacion. Los
cuales fueron sembrados en charolas de polipropileno de 200 cavidades con sustrato
de turba. Durante los primeros 5 dias después de la siembra (dds) se regaron con
agua. Entre 5 y 25 dds se utilizd la solucién nutritiva de Cadahia (2005) con
concentracion de 100 %. A partir de 26 dds se iniciaron los riegos con solucion nutritiva
adicionada con sal calidad reactivo (11.68 g de NaCl por litro), con concentracion de

200 mM de NaCl- Este tratamiento se mantuvo hasta finalizar la prueba (50 dds).

Se realizaron conteos diarios del nimero de plantulas emergidas desde el primero
hasta 20 dds, una plantula emergida se consideré cuando la plantula fue visible sobre
el sustrato.

La unidad experimental consistio en 10 plantulas. Se empled un disefio experimental
de bloques completos al azar con 2 repeticiones. Al final de la prueba se evalué
porcentaje de emergencia (%), numero de plantulas vivas (NV), area bajo la curva
(ABC) de plantas muertas por sales, porcentaje de sobrevivencia (PS), vigor de
plantula (VP) de acuerdo con la escala visual de la Figura 1; materia seca (MS en mg),

para ello la parte aérea fue secada en estufa a 70 °C durante 3 dias e indice de



velocidad de emergencia (IVE), de acuerdo con la férmula propuesta por Maguire
(1962):

IVE=z(xi/di) i=1,2,3..n
=1

Doénde: n = nimero de conteos realizados durante la prueba; Xi= numero de semillas
emergidas entre el conteo i-1 y el conteo i; di= nimero de dias después de la siembra

en el conteo i.

Figura 1. Escala visual de vigor de planta de tomate en la etapa de plantula.

3.2.4 Anélisis estadistico

El andlisis estadistico fue similar en ambas pruebas. Se realizé un andlisis multivariado
de agrupamiento con la matriz de distancias euclidianas cuadradas. El dendrograma
se construyo con el algoritmo de minima varianza de Ward. La altura de corte con base

en el criterio cubico de agrupamiento (Statistical Analysis System [SAS], 1983) y la



pseudo estadistica t> (Hotelling, 1951). Posteriormente, se corroboraron las
agrupaciones mediante un analisis discriminante, en donde se consider6 como
variable clasificatoria los grupos generados en el andlisis anterior y se realizaron
andlisis de varianza y comparaciones de medias de Tukey. Finalmente dentro de cada
evento se registraron las frecuencias de individuos T2 tolerantes y susceptibles a sal.

Se uso el paquete estadistico SAS, version 9.1.
3.3 RESULTADOS Y DISCUSION
3.3.1 Prueba de tolerancia a sal en germinacion

Durante la germinacion, el hibrido comercial y la linea original L3 tuvieron el mayor
vigor en dicha prueba con sales. Lo anterior se atribuye a la mejor calidad de semilla
con respecto a los eventos transformados, ya que los protocolos de tratamientos de
semillas comerciales garantiza la excelente calidad y vigor (Chen & Arora., 2013), al
mejorar la germinacion, emergencia y acumulacién de materia seca (Nakaune et al.,
2012).

Durante la prueba de tolerancia a sal en la etapa de germinacién, se uso la
concentracion de 80 mM de sal en la solucién de riego y se observé que el desarrollo
de las plantulas fue normal, aunque el principal efecto negativo ocurrio al retrasarse el

proceso de germinacion y desarrollo de plantula.

El andlisis de agrupamiento con distancias euclidianas y método de Ward aplicado a
8 eventos AVP1, 2 eventos TPS, la linea L3 original y el hibrido comercial El Cid, indic6
la conformacion de cuatro grupos identificados mediante el criterio cubico de
agrupamiento (SAS, 1983), la pseudo F (Johnson, 1998) y la pseudo t? (Hotelling,

1951) a una altura de corte de 0.02 r? semiparcial (Figura 2).
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Figura 2. Dendrograma jerarquico (distancias euclidianas y método de Ward) de 8 eventos en la
generacion T2 de tomate transformados con el gen AtAVP1, germinadas bajo estrés salino.

El analisis discriminante, realizado al considerar los grupos sugeridos, determind que
una variable discriminante, VD1, explic6 96 % de la variacion total de los datos. La
VD1 se asoci6 en forma positiva con PG, IVG y mayor acumulacion de materia seca
durante la germinaciéon con 80 mM de NaCl. Por lo tanto, valores altos de VD1,
implicaron mayor tolerancia al estrés salino, y viceversa. La prueba de restitucion

(Johnson, 1998) reubic6 solamente dos familias en grupos diferentes.

Los grupos 4 y 1 (Figura 3) fueron considerados como tolerantes al mostrar mejor
desemperio en esta prueba. El grupo 4 incluye 5 eventos TO AtAVP1, 1 de trehalosa y
el hibrido comercial Cid. Llama la atencién la presencia de este hibrido, explicada por
la excelente calidad de la semilla comercial, la cual, repercutié en un vigor adecuado.
En el grupo 1, también con buena respuesta, aparecen 6 eventos AtAVP1l y 2 de
trehalosa; asi como la linea original L3 no transformada. Esta Ultima linea también

obtuvo ventajas al mostrar buena calidad de semilla.

Los grupos con mayor susceptibilidad a sales fueron el 2 y 3, con menor acumulacion
de materia seca, y porcentaje e indice de germinacion. Debido a la disminucion del
potencial y la toxicidad por iones de cloruro y sodio; el retraso en la velocidad y el
porcentaje de germinacién son dos de los efectos mas notables en el desarrollo de las

plantulas en condiciones de salinidad (Cuartero et al., 2006; Hajer et al., 2006).
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Figura 3. Representacion de variables discriminantes de 8 eventos en la generacién T2 de tomate
transformados con el gen AtAVP1, germinadas bajo estrés salino.

La distribucion de eventos transgénicos de los cuatro grupos detectados, a través de
las variables discriminantes se presenta en el Cuadro 1, considerando que los grupos
1y 4 fueron tolerantes a sales, y los grupos 2 y 3 fueron susceptibles. De acuerdo a la
relacion entre los grupos tolerantes y susceptibles se pudo identificar una segregacion
1 : 1. Lo anterior no concuerda con los resultados de las relaciones 3:1015:1
esperadas, esto puede deberse a que los tamafios de muestras fueron muy pequefios
y a la seleccion dirigida de eventos positivos en T1. Sin embargo se puede observar
que las plantas de dos eventos (10 y 13) mostraron una segregacién 3 : 1 (p<0.05), de
manera individual.

Cuadro 1. Relacion de plantas tolerantes y susceptibles a sal durante germinacion de
individuos de generacion T2, provenientes de 11 eventos TO transformados.

TO Frecuencia 1 (;rupo; 4 Tolerantes Susceptibles
4 1 0 1 0O O 0 1
6 2 1 0 1 0 1 1
7 1 0 0 0o 1 1 0
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Las figuras 4 y 5 muestran los promedios de las variables MS, IVG y PG de las plantas
susceptibles y tolerantes en cada evento. Se puede observar que los eventos posen
relaciones variables y en cuatro de ellos todas sus plantas fueron susceptibles.

También se muestra que la Unica planta evaluada en el evento 7 resulto tolerante.
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Figura 4. Promedios de materia seca de plantas susceptibles y tolerantes 13 eventos TO. Del 4-16 son
eventos AtAVP1, 1-2 eventos TPS y 20-21 corresponden a la L3 sin trasformar y el Cid,
respectivamente.
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Figura 5. Promedios de IVG y PG de plantas susceptibles y tolerantes de cada evento TO. Del 4-16 son
eventos AtAVP1, 1-2 eventos TPS y 20-21 corresponden a la L3 sin trasformar y el Cid,
respectivamente.

Cattivelli et al. (2008) mencionan que la respuesta de la planta bajo tension salina
depende del genotipo, de la duracion y la severidad del estrés. En el presente estudio
al tratarse de lineas transformadas aun en segregacion, la variacion ocurrida fue
también debida a los diferentes niveles de expresion del gen. Sus diferencias pueden
atribuirse a que la H-ATPasa vacuolar, al constar de muchas subunidades, requiere
sobre expresarse en un nivel correcto para lograr una mayor actividad del complejo, lo
gue generaria, la expresion mejorada de las bombas de protones vacuolares al

aumentar el secuestro de iones (Gaxiola et al., 2001).

Figura 6. Efecto de solucidn salina en el porcentaje e indice de velocidad de emergencia en
germinacion de semillas de tomate.

3.3.2 Pruebade tolerancia a sal en plantula

En la prueba de plantula realizada en charolas de germinacién y turba como sustrato,
tuvo duracién de 50 dias, de los cuales, en los ultimos 25 las plantulas estuvieron bajo

estrés salino (200 mM en la solucion de riego).

El analisis de agrupamiento (distancias Euclidianas al cuadrado y algoritmo de Ward)
sugirio la conformacion de cinco grupos [criterio cubico de agrupamiento (SAS, 1983),
pseudo F (Johnson, 1998) y pseudo t? (Hotelling, 1951)], a una altura de corte de 0.03

r? semiparcial (Figura 7).
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Figura 7. Dendrograma jerarquico de 8 eventos TO en la generacion T2 de tomate transformado con el
gen AtAVP1, bajo estrés salino durante la etapa de plantula.

Posteriormente, dos variables discriminantes, VD1 y VD2, explicaron 96 % de la
variacion total de los datos, con 77 % y 19 %, respectivamente. La VD1 se asocié en
forma positiva con mayor ABC, PE e IVE ante el estrés salino; en tanto que altos
valores de VD2 indicaron mayor MS, PS y VP. Asi, altos valores de VD1 y VD2,
implicaron mayor tolerancia al estrés salino, lo que se representa en la Figura 8. La
prueba de restitucion (Johnson, 1998) reubicé solamente tres genotipo en un grupos

diferentes.

En el grupo 3, se identificaron 8 eventos AtAVP1y 2 de trehalosa, y el grupo 1, con 5
y 1 eventos, respectivamente, los cuales tuvieron el mejor desempefio en esta prueba.
Li et al. (2005) mencionan que la sobreexpresion del gen AVP1 mejora la absorcion de
nutrimentos al afectar la abundancia y actividad de la H-ATPasa en la membrana
plasmatica. Cabe mencionar que el hibrido comercial no tuvo presencia en estos dos

grupos destacados.

La mayor susceptibilidad a sales la tuvieron los grupos 2, 4, 5 al mostrar menor
desarrollo de materia seca, vigor de plantula, porcentaje de sobrevivencia, area bajo
la curva, porcentaje e indice de velocidad de emergencia. Reyes et al. (2010)
mencionan que bajo condiciones de estrés salino las plantulas disminuyen su

desarrollo inicial; ademas de una disminucion en la altura de las plantas (Romero et



al., 2001) debido a que las sales alteran la absorcion de agua y nutrimentos. Lo que

resulta en una pérdida de peso fresco y seco.
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Figura 8. Representacion de variables discriminantes de 8 eventos TO en la generacion T2 de tomate
transformado con el gen AtAVP1, bajo estrés salino en la etapa de plantula.

Al tratarse de eventos en donde el gen aun no esta fijo, bajo segregacién, se tuvo
diferencias en la tolerancia dentro de cada evento; por lo que la tolerancia a la salinidad
en cada evento dependera de las condiciones ambientales y de la capacidad de
sobreexpresion del transgén para controlar la absorcion de iones de Na* en la vacuola,
esto permitira una mayor retencion de agua y menos toxicidad en el citosol (Schilling
etal., 2017). Aligual que la germinacion, la etapa de plantula es una de las mas criticas
e importantes en el desarrollo de la planta, de tal manera que al tener una mejor
respuesta en la tolerancia a sales se tendran mejores plantas adultas (Lastiri-
Hernandez et al., 2017).

La distribucién de eventos transgénicos dentro de los cinco grupos detectados se
presenta en el Cuadro 2, considerando que los grupos 1 y 3 representan tolerancia a
sales, en tanto que los grupos 2, 4 y 5 fueron susceptibles. De acuerdo a la relacion

entre los grupos tolerantes y susceptibles se pudo identificar una segregacion 1: 1. Lo



anterior no concuerda con los resultados de las relaciones 3 : 1 0 15 : 1 esperadas,
esto puede deberse a que los tamafios de muestras son muy pequefos y la seleccidon
dirigida. Uno de los eventos de manera individual mostr6 una segregacion 3 : 1 (evento
12).

Cuadro 2. Relacion de plantas T2 de cada evento identificadas en cada grupo y

determinacion de las proporciones de acuerdo a los grupos tolerantes : susceptibles
en plantula.

. Grupo .
TO Frecuencia 1 5 3 2 5 Tolerantes Susceptibles
4 1 1 0 1
6 2 1 1 1 1
7 1 1 1 0
8 7 3 1 2 1 1 6
9 6 3 2 1 3 3
10 9 2 2 4 1 6 3
11 8 1 2 5 6 2
12 5 1 3 1 4 1
13 5 1 1 1 2 1 4
15 1 1 0 1
16 3 1 1 1 2 1
Total 48 8 12 17 7 4 25 23

La figura 9 muestra los promedios de las variables evaluadas en esta etapa (ABC, MS,
PE, IVE, VP, PS), respectivamente de las plantas susceptibles y tolerantes en cada
evento. Dentro de cada evento se puede observar que la mayoria de ellos cumple
relaciones variables. En esta prueba se pudieron identificar 2 eventos (4 y 15) que
todas sus plantas evaluadas fueron susceptibles, al igual que los testigos la linea L3
sin transformar (20) y el Cid (21).
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Figura 9. Promedios de ABC, MS, PE, IVE, VP, PS de plantas susceptibles y tolerantes de cada evento.
Del 4-16 son eventos AtAVP1, 1-2 eventos TPS y 20-21 corresponden a la L3 sin trasformar y el Cid,
respectivamente.

3.4 CONCLUSIONES

En ambas etapas de desarrollo, germinacion y plantula, se identificaron familias T2
con mayor tolerancia a sal. Esto indica la capacidad del gen para expresarse durante
diferentes etapas fenolégicas; ademas de los diferentes niveles de tolerancia, lo que

puede atribuirse a diferencias en los niveles de expresion del transgén.

No se pudo corroborar las proporciones de tolerantes : susceptibles, esperadas. Esto

puede deberse al tamafio de la muestra y al tipo de seleccidn que se hizo en la semilla.



Esto permitird un mejor desarrollo de plantulas, debido a que dichas etapas son las
mas susceptibles ante efecto de sales. Al ser tan importantes estas etapas, los
cambios favorables y las adaptaciones que se puedan tener durante esta etapa se
veran reflejados en el posterior crecimiento y desarrollo de las plantas.
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4. |DENTIFICACION DE PLANTAS DE TOMATE TRANSFORMADAS CON EL
GEN AtAVP1 CON TOLERANCIA A SALES EN PLANTA ADULTA

RESUMEN

La salinidad en suelo o agua es uno de los principales estreses abioticos. La mayoria
de los cultivos son susceptibles a la salinidad incluyendo el tomate. Por lo tanto, el
estrés por salinidad suele ser una de las limitantes en la produccion. El objetivo de la
presente investigacion fue obtener eventos de transformacion exitosos de plantas de
tomate con el gen AtAVP1, con tolerancia a sales durante la etapa de planta adulta.
Se estudiaron 18 genotipos de la linea L3 trasformada con el gen AtAVP1, 2 genotipos
con el gen de la trehalosa (TPS) y la linea L3 original. Las plantas se establecieron en
bolsas de polipropileno con espuma volcanica, se utilizé una concentracién de 200 mM
de NaCl en la solucion de riego. El analisis de agrupamiento indicé la conformacién de
cinco grupos. El analisis discriminante determind que tres variables discriminantes,
VD1, VD2 y VD3, explicaron 96 % de la variacion total de los datos, con 46, 34y 16
%, respectivamente. Los grupos 1 y 5 fueron los que tuvieron mejor desempefio en
esta prueba con 23 y 9 eventos AtAVP1l provenientes de 5 eventos TO
respectivamente. Los grupos con mayor susceptibilidad a sales fueron el 2, 3y 4
caracterizados por el bajo vigor, frutos de medio y pequefio tamafio; media, baja y alta
deficiencia de calcio. A partir de pantas T2 no se identificaron eventos transformantes
con proporcion 3 : 1, tolerantes : susceptibles a sales. La tolerancia se asocio al vigor
general dada por AP, NR, NFD, MSH y MST. La presencia de eventos con niveles de
tolerancia variables, sugiere que existen diferentes niveles de expresion del gen ante
condiciones de salinidad, ya que todos los eventos fueron derivados de una misma
linea.

Palabras claves: salinidad, tolerancia, gen AVP1, tomate, resistencia, planta adulta.



IDENTIFICATION OF TOMATO PLANTS TRANSFORMED WITH THE GEN
AtAVP1 WITH TOLERANCE TO SALTS IN ADULT PLANT

SUMMARY

Salinity in soil or water is one of the main abiotic stresses for crops; however, most of
them are susceptible to salinity, including tomato. Therefore, salinity stress is usually
one of the limitations in production. The objective of this research was to obtain
successful transformation events of tomato plants with the AtAVP1 gene, with salt
tolerance during the adult plant stage. 18 genotypes of the L3 line transformed with the
AtAVP1 gene, 2 genotypes with the trehalose gene (TPS) and the original L3 line were
studied. The plants were established in polypropylene bags with volcanic foam, a
concentration of 200 mM NaCl was used in the irrigation solution. Clustering analysis
indicated the formation of five groups. The discriminant analysis determined that three
discriminant variables, VD1, VD2 and VD3, explained 96% of the total variation of the
data, with 46, 34 and 16%, respectively. Groups 1 and 5 were the ones that performed
better in this test with 23 and 9 AtAVP1 events from five TO events respectively. The
groups with the highest susceptibility to salts were two, three and four characterized by
low vigor, medium and small size fruits; medium, low and high calcium deficiency. From
transformants T2, transformative events with a 3: 1 ratio were not identified, tolerant:
susceptible to salts. Tolerance was associated with the general vigor given by AP, NR,
NFD, MSH and MST. The presence of events with different tolerance levels suggests
that there are different levels of gene expression under salinity conditions, since all
events were derived from the same line.

Keywords: salinity, tolerance, AVP1 gene, tomato, resistance, adult plant.



4.1 INTRODUCCION

Entre 60 y 80 millones de hectareas en el mundo son afectadas por la salinidad; de las
cuales, 34 millones de tierra agricola irrigada adolecen de este problemas (FAO, 2011).
Esto representa una de las limitantes mas importantes de la produccién, ya que la

mayoria de cultivos, incluyendo al tomate, son susceptibles a esta condicion.

La exposicion a condiciones de estrés por sales en plantas adultas genera diversos
efectos en el desarrollo, entre ellos la disminucién en la altura de las plantas, las hojas
se presentan en menor numero (Romero et al., 2001), asi mismo presentan clorosis y
necrosis principalmente en los bordes (Goykovic & Saavedra, 2007), se disminuye la
fotosintesis (Florido y Bao, 2014), los contenidos de clorofila a y b se disminuyen al
aumentar la concentraciones de sales (Hajer et al., 2006) y ocurre la disminucion
potencial del rendimiento de frutos (Grainferberg et al., 2000). También se presenta
una disminucion de materia seca (Reina-Sanchez et al., 2005) y perdida de agua,
simultaneamente ocurre una disminucion del potencial de turgencia (Blum, 2009),
bajos potenciales osmoticos y acumulacion de solutos debido a los iones de ClI'y Na*
(Talebi et al., 2009) lo que provoca una disminucion del peso fresco y seco. A nivel de
laraiz, las sales alteran la absorcién de agua que afectan el crecimiento de los 6rganos

aéreos (Goykovic & Saavedra, 2007).

En tomate, la presencia de sales disminuye la densidad de estomas en la cara adaxial
de las hojas, mientras que en la cara abaxial se incrementa ligeramente (Salas et al.,
2001); asi mismo, disminuye la acumulacion de biomasa, conductancia estomética,
transpiracion, potenciales hidrico foliar, osmaético y la conductividad hidraulica de las
raices con concentraciones de 50, 100 y 200 mM de Na* en la solucion nutritiva
(Morales et al., 2010).

Existen mecanismos que se activan ante el exceso de sales, entre ellos esta la
restriccion de la absorcion de iones en los tallos, para evitar la intoxicacion en la parte
area, asi como la regulacién osmotica la cual permite ajustar las altas concentraciones
de sales al permitir competir a la raiz por agua (Salas et al., 2001). Otras respuestas

involucran cambios anatdmicos y morfoldgicos que permiten mejorar el uso eficiente



de agua e incrementar la tolerancia, entre ellos, la elongacion inmediata y rapida de
las raices, lo cual es un indicador importante de resistencia al estrés (Foolad, 2007). A
nivel morfolégico, anatémico y celular las plantas responden al estrés hidrico
desarrollando adaptaciones evolutivas, tanto que les permiten vivir en condiciones de

constante de estrés hidrico (Witcombe et al., 2008).

Para enfrentar este problema en la agricultura, se requiere de diversas estrategias,
entre ellas, el uso de variedades mejoradas ya sea mediante mejoramiento clasico o
asistido, que expresen tolerancia a esta condicion adversa. Asi, la obtencién de plantas
de tomates resistentes y/o tolerantes a salinidad es uno de los objetivos que persigue
el mejoramiento genético. Eventualmente se ha recurrido a recursos silvestres para la
bldsqueda de tolerancias; sin embargo, al tratarse de un caracter poligénico, su manejo
en el mejoramiento es complejo. Actualmente el uso de variedades modificadas

genéticamente ha sido una de las alternativas que permite acortar estos procesos.

Se ha identificado la accién de algunos genes en la activacion de mecanismos que
regulan la expresion génica a la resistencia al estrés hidrico. La manipulacion de estos
genes, relacionados con el mantenimiento de la estructura y funcion de los
componentes celulares, es una de las vias para obtener plantas tolerantes al estrés
(Sanjari & Yazdansepas, 2008), tal como el gen AtAVP1, el cual al ser sobreexpresado
y requerir de la expresién de una sola subunidad del complejo es capaz de conferir a
la planta cierta tolerancia o resistencia a condiciones de estrés salino (Gaxiola et al.,
2001).

El objetivo de la presente investigacion fue identificar eventos de transformacion
exitosos de plantas de tomate con el gen AtAVP1 con tolerancia a sales durante la

etapa de planta adulta.



4.2 MATERIALES Y METODO

Se estudiaron plantas transformadas de la generacion T2 para los genes AtAVP1 y
TPS de la linea experimental de tomate L3. Su obtencion se realizd de la siguiente

manera:

A la linea experimental L3 se le aplico un protocolo de transformaciéon con el gen AVP1
y otro con el gen TPS; ambos por medio de la bacteria Agrobacterium tumefaciens y
organogénesis in vitro. En el primer caso, se obtuvieron 12 brotes de los cuales 7
eventos TO resultaron positivos de acuerdo con la prueba de PCR. Posteriormente se
obtuvo por autofecundacion la descendencia T1l y a partir de pruebas PCR se
identificaron 54 familias positivas, con los cuales por autofecundacion se obtuvo la

generacion T2. Estas ultimas fueron objeto del presente trabajo.

Con base en lo anterior, se estudiaron 114 plantas T2 trasformados con el gen AtAVP1,
provenientes de 8 eventos TO, y 12 plantas T2 transformados con el gen TPS1,
provenientes de 2 eventos TO, seleccionados previamente por su tolerancia a sales
durante las etapas de germinacion y plantula. También se evaluaron 5 plantas de la
linea L3 original. Estos genotipos se establecieron en charolas de polipropileno con
sustrato de turba. Durante el almacigo se reg6 con solucién nutritiva de Cadahia (2005)
al 100 %. Veinte dias después se trasplantaron en bolsas de polietileno de capacidad
de 15 L con espuma volcanica como sustrato en condiciones de invernadero y sistema
hidroponico abierto. El manejo del cultivo fue el convencional, conducido a un solo tallo
y densidad de plantacién de 2 plantas-m2. Se utilizé una concentracién de 200 mM de
NaCl en la solucion nutritiva, aplicada a partir de los 25 dias después de la siembra
(ddt).

La unidad experimental consistié de una maceta con una planta. Se registré: altura de
planta (AP en cm), numero de racimos (NR), numero de frutos desarrollados (NFD),
namero de frutos con deficiencias de calcio (NFC), peso de frutos (PF en g), nimero
de frutos maduros (NFM), materia seca hoja (MSH, en g-planta™!), materia seca tallo

desde su base hasta el primer racimo (MST1, en g-plantat), materia seca tallo desde



el primer racimo hasta el apice (MST2, en g-planta™'), materia seca de frutos (MSF, en

g-planta’t).

Se realizé un andlisis multivariado de agrupamiento a partir de la matriz de distancias
euclidianas cuadradas. El dendrograma se construyd con el algoritmo de minima
varianza de Ward. La altura de corte se determin6 con base en el criterio cubico de
agrupamiento (Statistical Analysis System [SAS], 1983) y la pseudo estadistica t2
(Hotelling, 1951).

Para corroborar las agrupaciones generadas, a los promedios de los indices de
tolerancia por colecta se les aplico un analisis discriminante, en donde se considero
como variable clasificatoria los grupos generados en el analisis anterior. Se uso el

paquete estadistico SAS, versién 9.1.
4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Fueron evaluados plantas T2 de 8 eventos TO que tuvieron comportamiento adecuado
ante la presencia de sales en germinacion y plantula. Debido a que se trato de plantas
aun segregantes, los andlisis se realizaron al considerar plantas individuales, con lo
que el tamafio de muestra correspondio a 131 plantas. En esta prueba se us6 200 mM
de NaCl en la solucion de riego. Los efectos negativos observados en todas las plantas
fue la disminucion del crecimiento, asi como una alta frecuencia de frutos con
deficiencias de calcio y amarillamiento de hojas. Estos sintomas son caracteristicos de
la toxicidad por sal en tomate (Cuartero & Fernandez, 1999).

El dendrograma del andlisis de agrupamiento (distancias euclidianas y método de
Ward) de las 116 plantas estudiadas indico la conformacion de cinco grupos
identificados mediante el criterio cubico de agrupamiento (SAS, 1983), la pseudo F
(Johnson, 1998) y la pseudo t? (Hotelling, 1951) a una altura de corte de 0.03 r?
semiparcial (Figura 11).
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Figura 10. Dendrograma jerarquico de 116 plantas T2 provenientes de 8 eventos TO de tomate
transformado con el gen AtAVP1, evaluadas bajo estrés salino en planta adulta.

Para corroborar la penitencia de estos grupos se realizdé un analisis discriminante con
los cinco grupos generados. Dicho andlisis determind que tres variables
discriminantes, VD1, VD2 y VD3, explicaron 96 % de la variacion total de los datos,
con 46, 34 y 16 %, respectivamente. La VD1 se asoci6é en forma positiva con mayor
AP, NR, NFD, MSH y MST lo que define a la VD1 como un indice general de vigor; la
VD2 se asoci6 con un mayor desarrollo de frutos (PF, MSF y NFM); en tanto que altos
valores de VD3 indicaron mayor frecuencia de frutos con deficiencia de calcio (Cuadro
3). La prueba de restitucion (Johnson, 1998) reubicé a 9 plantas en grupos diferentes.
La Figura 12 presenta la distribucion espacial de los genotipos en funcién de las

primeras tres variables discriminantes.
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Figura 11. Representacién de variables discriminantes de 116 plantas T2 de tomate bajo estrés salino
en etapa de planta adulta.

Con base en lo anterior los grupos 1 y 5 tuvieron mejor desempefio en esta prueba
(Cuadro 3). El grupo 1 incluye 23 plantas T2 AtAVP1 provenientes de 5 eventos TO,
tres plantas T2 de trehalosa provenientes de un evento TO y dos plantas de la linea L3
sin trasformar. En el grupo 5, también con buena respuesta aparecen 9 plantas T2
AtAVP1 provenientes de igual manera de 5 eventos TO y una planta T2 de trehalosa
(Figura 12). En ambos grupos coinciden en mayor frecuencia plantas provenientes de

tres eventos TO.

Los grupos con mayor susceptibilidad a sales fueron el 2, 3 y 4 caracterizados por el
bajo vigor, frutos de tamafo pequefio y medio; y con deficiencias media, alta y baja,
respectivamente, de calcio en el fruto (Cuadro 3). Los efectos por sales incluyen desde
la disminucion de la altura, el nimero de hoja y la materia seca; asi como el
amarillamiento de las hojas debido a la disminucion de actividad fotosintética y los
contenidos de clorofila (Florido & Bao, 2014; Hajer et al., 2006; Reina-Sanchez et al.,



2005; Romero et al., 2001). Ademas, ocurre una disminucion en el rendimiento de los
frutos (Grainferberg et al., 2000) y deficiencias nutrimentales debido a las distorsiones
del contenido de iones, principalmente Ca?* y NOs como resultado de los cambios en
la acumulacién neta de los nutrimentos y el contenido de agua en la planta (Cuartero
& Fernandez-Mufioz, 1999).

En el Cuadro 3 la VD3 estuvo asociada con la deficiencia de Ca?* en los frutos. A
excepcion del grupo 4, se puede observar que la relacién entre el tamafio de fruto y la
deficiencia de calcio es contraria a lo que la literatura menciona. La disminucién de
Ca?* causa una reduccién en el tamafio del fruto y una baja incidencia de frutos con
pudricion apical (Saure, 2001). Esto puede deberse a que los sumideros competitivos
como las hojas, las flores, los frutos y los meristemos ejercen su influencia sobre el
movimiento del calcio de manera independiente. Ademas, una de las causas de la
pudricion de los extremos apicales en los frutos de tomate es debido a una disminucién
en la absorcidn de calcio por las raices y un aumento en la resistencia al transporte
dentro de la fruta (Carvajal et al., 2000). Ferjani et al. (2011) mencionan que las plantas
transformadas con el gen AVP1 muestran un mejor desarrollo del sistema radical, por
tal razon, se podria decir que la disminucion de frutos con deficiencias de calcio se
debe a que estas plantas tienen un mejor desarrollo radical. Gaxiola et al. (2001)
menciona que las plantas transgénicas con expresion de AtAVP1 acumulan mayor
cantidad de iones Na* y K* en su tejido foliar, que les debe conferir mayor resistencia
a altas concentraciones de NaCl que las plantas no transformadas.

Cuadro 3. Caracteristicas de grupos de acuerdo con los caracteres asociados a
variables generadas por el analisis discriminante.

Grupo VD1 VD2 VD3
1 Alto vigor Fruto grande Baja deficiencia de Ca?*
2 Bajo vigor Fruto medio Media deficiencia de Ca?*
3 Vigor medio  Fruto medio Alta deficiencia de Ca?*

4 Vigor medio Fruto pequeiio  Baja deficiencia de Ca?*




5 Vigor alto Fruto medio Alta deficiencia de Ca

La distribucién de eventos transgénicos dentro de los cinco grupos detectados se
presenta en el Cuadro 4, considerando que los grupos 1y 5 representan tolerancia a
sales, en tanto que los grupos 2, 3 y 4 fueron susceptibles. De acuerdo a la relacion
entre los grupos tolerantes y susceptibles no se pudo identificar una segregacion 3 : 1
0 15 : 1 como se esperaba, esto puede deberse a que los tamafos de muestras son
muy pequefos y la seleccién dirigida.

Cuadro 4. Relacion de plantas T2 de cada evento identificadas en cada grupo y

determinacién de las proporciones de acuerdo a los grupos tolerantes : susceptibles
en planta adulta.

, Grupo ,
TO Frecuencia 1 5 3 2 5 Tolerante Susceptible
6 5 5 0 5
7 7 2 2 2 1 3 4
9 17 2 7 5 1 2 4 13
10 26 7 6 5 5 3 10 16
11 33 11 10 7 5 11 22
12 13 4 5 2 2 2 11
13 6 1 1 3 1 2 4
16 7 2 2 3 0 7
Total 114 23 37 27 18 9 32 82

La Figura 13 muestra los promedios de las variables (AP, NFC, PF, MSH, MST, MSF)
evaluadas en esta etapa de las plantas susceptibles y tolerantes en cada evento.
Dentro de cada evento se puede observar que la mayoria de ellos cumple relaciones
variables. En esta prueba se pudieron identificar eventos susceptibles en cada una de
las variables muestreadas, la mayoria de dichos eventos no coinciden en todos los
organos evaluados, esto puede deberse a que el nivel de expresion puede ser

diferente en cada 6rgano de las plantas transgénicas.

En la construccion del transgén se utilizd el promotor constitutivo 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV), dicho promotor es ampliamente utilizado para la
expresion transgénica en plantas (Bhullar et al., 2007) debido a que posee expresion

constitutiva y ectopica. Es decir, dicho gen es capaz de expresarse en la mayoria de



las plantas en todos los 6rganos independientemente del estado de desarrollo. Benfey
et al. (1990) mencionan que para tener la expresion de un gen promotor se requiere
de elementos cis y factores de transcripcién involucrados en el control transcripcional
del gen, sin embargo, estos factores transcripcionales que interactdan con el promotor
van a varian de acuerdo con la edad y etapa de desarrollo de la planta, el fondo
genético y el érgano involucrado. Por tal razon, el nivel de expresion en las diferentes

etapas de desarrollo y 6rganos puede ser diferente.
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Figura 12. Promedios de AP, NFC, PF, MSH, MST, MSF de plantas suceptibles y tolerantes de cada
evento. Del 4-16 son eventos AtAVP1 y 1-2 eventos TPS evaluadas en planta adulta.



4.4 CONCLUSIONES
Se identificaron plantas T2 capaces de contrarrestar y permanecer en condiciones de
sales con mejor respuesta que otras. Esto debido a los diferentes niveles de expresion
del transgén, dado por la edad y etapa de desarrollo de la planta, el fondo genético y

el érgano involucrado.

No se pudo identificar las proporciones esperadas (3 : 1), debido al tamafio de la
muestra y la seleccion dirigida.

Lo anterior sugiere analizar mediante pruebas de PCR la segregacion del transgén con
la finalidad de verificar las proporciones esperadas.
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