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RESPUESTA DE PLANTAS DE TOMATE (Solanum lycopersicum) CULTIVAR
MONEYMAKER A ESTRES SALINO PROVOCADO POR DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE NaCl

Paola Rivera

Pontificia Universidad Catolica de Chile

Abstract

Excessive fertilization, climatic change and the use of poorer quality water exacerbate
abiotic stress conditions for plants. These factors induce salinity stress that is a limit
factor for plant growth. Tomato is a crop with the greatest economic importance in the
world and the capacity of some -cultivars to tolerate salinity is determined by
physiological mechanisms in relation to phytohormone profiling adjustment. Therefore,
this study aims to show that mild salt stress could stimulate the increase in shoot
length, primary root length and proliferation of lateral roots in Solanum lycopersicum cv.
Moneymaker. Tomato seeds were grown by tissue culture technique in MS medium, the
seedlings were further cultivated in the same medium and MS medium supplied with
different NaCl concentrations (0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 and 200 mM). After 10
days of treatment, the results suggest that treatments with higher NaCl concentrations
(175 mM) reduced plant growth by approximately 21% of the shoot length and 34% of
the primary root length. On the other hand, treatments with non-toxic salt
concentrations (25 mM) increased plant growth by 17% and 45% of the shoot and root
length, respectively. The results of biomass and Na’ concentrations changed with salt
stress treatments; only the fresh weight was not affected. Expression of RCART,
PP2Ca and JAR1 genes was analyzed using the real-time PCR method. Salt stress

induced up-regulation expression of stress-responsive genes.
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1. Introduccion

La demanda por alimentacion de una poblacion en constante crecimiento es uno de
los mayores desafios en la actualidad debido a los cambios climaticos que han puesto
en peligro la sustentabilidad y productividad de los sistemas de produccién agricola. La
agricultura moderna se enfrenta a diferentes desafios, uno de ellos es el estrés
abiotico, a los cuales se les atribuye mas del 50% de la reduccion en la produccion de
los cultivos de mayor importancia alrededor del mundo (Fahad et al., 2015).

Los estreses abidticos causantes de perdidas en la produccion agricola incluyen
factores como la salinidad, sequia, inundaciones y temperaturas extremas. Una de las
técnicas que se plantea como posible solucion para incrementar la tolerancia al estrés
abiotico de las plantas es el uso de herramientas biotecnoldgicas junto con métodos de
mejoramiento genético. No obstante, para poder llevar a cabo esta combinacion es
necesario comprender detalladamente los mecanismos de tolerancia y susceptibilidad
de la plantas a los factores adversos (Suarez et al., 2012).

La salinidad de los suelos y aguas es un problema que se presenta generalmente
en el norte de Chile donde se encuentran zonas aridas y semiaridas, generalmente en
el norte de Chile (Sierra, 2015). La alta concentracion de sales causa estrés
hiperosmatico en las plantas reduciendo la capacidad de las mismas para utilizar el
agua y cambiando los procesos metabdlicos (Tomescu et al., 2017). Actualmente,
existen varios estudios que demuestran la capacidad de tolerancia al estrés salino de
algunas especies o cultivares especificos, esta respuesta es genético dependiente y lo
gue se ha determinado es que existen ciertas especies capaces de prevenir la entrada
de sal a la célula y otras que pueden minimizar la concentracion de este soluto en el
citoplasma, compartimentalizando la sal en vacuolas y de esta manera evitar los
efectos toxicos en la fotosintesis y otros procesos metabdlicos (Chaves et al., 2009).

La salinidad perturba las relaciones minerales-nutrientes en las planta ya que
afecta la disponibilidad, el transporte y la distribuciéon de los nutrientes en las plantas.
Adicionalmente el estrés causado por NaCl induce la deficiencia y desequilibrio de

iones debido a la competencia de nutrientes como el K*, Ca®* y NOs con los iones



toxicos Na* y CI" (Hu and Schmidhalter, 2005). La salinidad reduce significativamente el
crecimiento, la productividad y la calidad de los cultivos afectando su fisiologia y
caracteristicas bioquimicas. En Lycopersicon esculetum, la alta salinidad reduce la
concentracion de proteinas, carotenoides, clorofila, solidos solubles, almidén y
contenidos fendlicos (Bonomelli et al., 2018).

Las plantas responden a través de diferentes mecanismos ante el estrés ambiental
y uno de ellos es la asignacion de nueva biomasa a los 6rganos afectados. Bajo
concentraciones toxicas de sal, las plantas tienden a asignar mas biomasa a los
organos que se inhibieron mas severamente debido a las tensiones abidticas,
especialmente raices. Estos drganos actian como primera linea de defensa para
combatir el estrés y por lo tanto ajustan su crecimiento y mantienen la homeostasis, de
manera que los érganos superiores se afectan menos (Ma et al., 2017).

Sin embargo, la presencia o ausencia de nutrientes también tiene un efecto en la
respuesta de distribucion de biomasa ante un estrés (Poorter and Nagel, 2000). Por
ejemplo, en varios estudios se ha determinado que la tasa de aplicacién moderada de
nitrogeno acelera la acumulacion de biomasa en brote y raices bajo niveles téxicos de
sal, sin embargo si se aplica en etapa de floracion los efectos del estrés salino se
agravan y se inhibe el crecimiento (Ma et al., 2017). Cuando existe poca disponibilidad
de nutrientes y agua, las raices utilizan relativamente mas estos recursos y dejan
menos para el tejido aéreo, por lo tanto el crecimiento de la hoja se limita (Poorter and
Nagel, 2000).

Dentro del genero Solanum, el tomate es uno de los cultivos mas importantes
alrededor del mundo, se ha destinado un numero de recursos considerablemente alto
para la produccién de este. Sin embargo, una gran parte de los cultivos se ve afectado
por el estrés salino causando reducciéon en la cantidad, calidad y por lo tanto
rendimiento de la produccion. La capacidad de la planta para tolerar el estrés salino
esta determinado por mecanismos bioquimicos y fisiolégicos, especialmente a través
de la generacion de ROS y el reajuste del estado redox de la célula (de la Torre-
Gonzalez et al., 2017b).



El tomate, Solanum lycopersicum, es moderadamente sensible a la salinidad en
todas las etapas del desarrollo de la planta incluyendo la germinacién, el crecimiento
de la planta, calidad de fruta y rendimiento del cultivo (Tomescu et al., 2017). Debido a
que el estrés salino provoca grandes perdidas a nivel mundial uno de los objetivos en
la actualidad es obtener hibridos capaces de tolerar el estrés salino o que sean mas
resistente a este tipo de estrés abidtico, para lo cual es necesario saber los efectos
que este estrés tiene en las plantas no solamente a nivel fisiolégico, sino también a
nivel molecular.

Las hormonas vegetales juegan un rol vital en el crecimiento y desarrollo de las
plantas, controlan varios procesos importantes como el patron de desarrollo de las
raices, formacion lateral y adventicia de raices, floracion y ramificacién (Raja et al.,
2017). Adicionalmente, estos compuestos tienen un papel clave en la aclimatacion de
las plantas ante el estrés abibtico y se rige en una compleja red de sefales hormonales
que empieza con un estimulo, recepcion del estimulo por parte de una molécula
receptora y la ejecucion de respuestas ante ese estimulo (Suarez et al., 2012).

Se ha observado que en plantas de tomate expuestas al estrés salino existe un
decaimiento en la concentracion de auxinas, lo cual puede desencadenar senescencia
debido a que las auxinas ayudan a detoxificar ROS (de la Torre-Gonzélez et al.,
2017b). Varios estudios han demostrado que existe una clara interaccién entre las
fitohormonas y las especies reactivas de oxigeno (ROS) durante la respuesta de la
planta al estrés por sal. La produccion de ROS durante el estrés abidtico altera los
gradientes de auxina que a su vez reduce la sefializacion mediada por auxina, ya que
estas pueden inducir la produccién de ROS regulando la homeostasis (Raja et al.,
2017).

Por otro lado, se ha demostrado que los elevados niveles de ROS regulan el
transporte de las auxinas modulando la expresion de los genes PIN, relocalizando los
exportadores de auxinas y mediante la conjugacion de las auxinas (Raja et al., 2017).
Las auxinas son transportadas en las plantas tanto por mecanismos pasivos como

activos, el transporte polar de las auxinas crea un gradiente auxinico a través de los



tejidos para establecer centros de maxima acumulacién de auxina que determinan el
crecimiento polar de las células y la morfogénesis (de la Torre-Gonzalez et al., 2017a).
Esto ocurre gracias a la localizacion diferencial de las proteinas PIN (encargadas del
transporte de salida de las auxinas), y su funcion clave reside en su localizacion polar
en la membrana plasmatica, cuya retroalimentacion esta regulada por las auxinas (Xia
et al., 2015).

Los jasmonatos (JAs), por otro lado, son reguladores clave en las respuestas de las
plantas ante estrés bidtico o abidtico, ademas de estar involucrados en procesos de
desarrollo como el crecimiento de raiz, tuberizacion, maduracion de fruto, desarrollo
reproductivo y senescencia (Chini et al., 2007). La biosintesis de jasmonatos ocurre en
las hojas principalmente, y se ha descubierto una via similar en raices. La aplicacion
exdgena de jasmonato da como resultado la induccion de genes de respuesta ante
patogenos y respuesta de genes relacionados con estrés. La alta salinidad incrementa
los niveles de jasmonatos en las plantas provocando la induccién de genes de
biosintesis de esta hormona asi como también las proteinas en respuesta a estrés
(Fahad et al., 2015).

El JA se forma a partir de a-acido linoleico (a-LeA) de las membranas de los
cloroplastos mediante procesos oxidativos que ocurren en diferentes ramas de la ruta
de la lipoxigenasa, por lo cual los JAs forman parte de la familia de las oxylipinas
(Wasternack and Song, 2017). Las enzimas que se consideran mas importantes en la
biosintesis de JA son: aleno oxido ciclasa (AOC), OPDA reductasa3 (OPR3) y jasmonyl
isoleucina sintetasa (JAR1). Por lo cual estas tres proteinas representan un buen
objetivo de estudio para conocer las respuestas de la planta mediada por JA, ante un
tipo de estrés (Wasternack and Song, 2017).

El acido abscisico (ABA) juega un papel importante en las respuestas de la planta
ante estrés y adaptacién. Ademas, participa en algunos procesos de la planta como el
desarrollo de la semilla, dormancia, y respuesta a estimulos ambientales (Xia et al.,
2015). Se ha reportado hasta el momento que la exposicion de plantas a un estrés

salino incrementa la concentracion de ABA. La concentraciéon de esta hormona



aumenta de forma proporcional a medida que crece la raiz lo que sugiere que este
tejido puede tener diferentes respuestas a la restriccion de la concentracién de ABA
endogeno o exégeno (Fahad et al., 2015).

Se ha demostrado que el papel de los receptores de ABA, PYR/PYL/RCAR es
clave para la expresion de los genes en respuesta a esta hormona. Estos receptores
pueden interactuar con la membrana plasmatica de forma dependiente de calcio
gracias a unas proteinas con dominio C2 que estan relacionadas con la ruta de
sefializacion de ABA denominadas CAR (Nakashima and Yamaguchi-Shinozaki, 2013).
Incluso se han realizado estudios en los que se demuestra que los receptores PYL
actuan de forma especifica con las proteinas CAR, por ejemplo se sabe que PYL4
actua de forma especifica con CAR1. Esta interaccién es clave para permitir la cascada
de sefializacion, por lo cual estos genes suelen ser de gran importancia para el estudio
de andlisis de expresion de genes que responden a ABA (Nakashima and Yamaguchi-
Shinozaki, 2013).

Investigaciones en la planta modelo Arabidopsis thaliana sugieren que el efecto de
la salinidad en las plantas es concentracion-dependiente. De esta manera, el estrés
salino a una concentracion no toxica podria promover la acumulaciéon de auxinas en
primordios en desarrollo, evitando la detencion del desarrollo de la planta, lo cual
desencadena una cascada de sefales que involucra expresion de genes de respuesta
a otras fitohormonas relacionadas con el estrés abidtico como ABA, JAs, auxinas vy
etileno (Zolla et al., 2010). Por lo tanto la importancia de este estudio radica en
encontrar el mismo estimulo positivo de la salinidad, o similar, en plantas de Solanum
lycopersicum, midiendo el tamafio de las plantas tanto de la parte aérea como de la
parte radicular, obteniendo el peso fresco, biomasa, concentracion de Na® y evaluando
la expresién de genes que responden a hormonas con el fin de relacionarlo al fenotipo

obtenido.



2. Materiales y Métodos

a) Material Vegetal y Tratamientos

Las plantas de tomate (S. lycopersicum) cultivar Moneymaker fueron germinadas in
vitro en medio de cultivo MS (Murashige and Skoog, 1962). Previo a la germinacion se
esterilizaron las semillas con una solucién de tritén al 0,1% e hipoclorito de sodio al
2,5%. Se incubd en agitacion por 10 minutos, seguidos de 3 lavados con agua
destilada estéril. Posteriormente se colocaron las semillas en placas Petri que
contienen medio MS sdlido (0,8 %) Se crecieron durante 10 dias en una camara de
crecimiento con condiciones controladas (25°C, 16h fotoperiodo). A los 7 dias las
plantas se traspasaron a frascos de vidrio (6 cm de diametro y 12 cm de altura) medio
MS solido con tres diferentes concentraciones de NaCl (0, 25 y 175 mM). Se colocaron
3 plantas por cada frasco (unidad experimental) y se realizaron 10 frascos por cada
tratamiento. Se dejo en los tratamientos con NaCl durante 10 dias en la camara de
crecimiento. Después de los 10 dias se procedid a sacar las plantas para su
caracterizacion fisioldgica. Esta consistio en medir el largo del brote, el largo de la raiz
principal, contar el numero de raices secundarias para calcular la densidad de raices.
El analisis estadistico que se aplicé para determinar la diferencia significativa entre un

tratamiento y otro fue ANOVA de una via y posteriormente Tukey test (p<0.05).

b) Concentracién de iones

A los 10 dias de tratamiento se recolecté material tanto raices como brote/hojas por
separado. Para la obtencion de estos datos se tomaron 8 frascos con 3 plantas cada
uno, para un total de 24 plantas por tratamiento. Se separaron las raices de la parte
aérea y se peso cada material con una balanza (LX220A Precisa, USA ). Las muestras
vegetales se secaron al horno durante 48 hrs. 65°C hasta peso constante. Las
concentraciones de cationes se determinaron mediante combustion en seco a 500° C
hasta que los componentes organicos se convirtieron en cenizas. Las muestras de

tejido de ceniza se disolvieron en HCI (2M) y las concentraciones se determinaron con



un espectrofotometro de absorcién atémica (Varian SpectraAA 220 FS, Varian

Techtron Pty. Limited, Victoria, Australia).

c¢) Extracciéon de RNA y gqRT-PCR

La expresion de los genes en respuesta a hormonas después de los tratamientos fue
analizado mediante la reaccidon en cadena de la polimerasa reversa y cuantitativa
(gRT-PCR). EI RNA fue extraido con el reactivo TRIzol (Thermo Scientific,
https://www.thermofisher.com) y posteriormente se purificd utilizando LiCl (Wang et al.,
2009) se utilizé 1 pg para la sintesis de cDNA con el kit Verso cDNA Synthesis
(Thermo Scientific, https://www.thermofisher.com). ElI qRT-PCR se realizé con el
instrumento ABI PRISM 7900HT (Applied Biosystems,
https://www.appliedbiosystems.com) utilizando cDNA 5 veces diluido, 1 x master mix
SYBR Green y una solucién 10 mM de cada uno de los primers especificos para cada
gen, en un volumen final de 20 pL. El programa del termociclador consistio en 2
minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, seguido por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C, 30
segundos a 60°C (depende del partidor) y 30 segundos a 72°C. Se verificd la
amplificacién de un solo producto a través de las curvas de disociacion y el gel de
electroforesis. Los valores CT se calcularon usando el software SDS2 y para la
normalizacién se utilizé el gen UBIQUITINA (UBI3) (Pattison and Catala, 2012) como
gen de referencia con el método 2 T (Livak and Schmittgen, 2001). Los genes que
se analizaron en este trabajo fueron RCAR1 (REGULATORY COMPONENT OF ABA
RECEPTOR 1), PP2Ca (2C-TYPE PROTEIN PHOSPHATASE) y JAR1 (JASMONIC
ACID-AMIDO SYNTHETASE) que responden a acido abscisico y jasmonato

respectivamente, sus secuencias se muestran en el anexo 1.



3. Resultados y discusién

a) Caracterizacion fisiologica de plantas

Figura 1: Efecto de la concentracion de NaCl en S. lycopersicum.

Efecto de la concentracién de NaCl en el crecimiento de plantulas de S. lycopersicum
cultivar Moneymaker 10 dias después de tratamiento. Izquierda 0 mM, centro 25 mM y
derecha 175 mM.

Para analizar el efecto del estrés salino se caracterizd la respuesta de las
plantulas de Solanum Iycopersicum cultivar Moneymaker ante diferentes
concentraciones de NaCl (estrés bajo, moderado y alto), midiendo el largo del brote,
largo de la raiz y numero de raices secundarias, con lo cual se pudo obtener la
densidad de raices por planta. Como se observa en la Figura 1, el aumento de los
niveles de NaCl hasta 25 mM estimulan el crecimiento tanto de la parte aérea asi como
también la parte radicular de las plantulas. En la Figura 2 se puede observar el
comportamiento de las plantulas cuya raiz principal fue cortada previo a ser expuestas
a sal, en respuesta al aumento de la concentracion de NaCl. En los tres parametros de
los cuatro estudiados se observa una tendencia de aumento en la concentracion de 25
mM tanto en el largo del brote (Figura 2A), asi como en el numero de raices secundarias

(Figura 2C) y la densidad (Figura 2D) con respecto al control y al tratamiento con 175 mM
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de NaCl. Sin embargo, a la misma concentracion se observa una disminucién en el
largo de la raiz (Figura 2B), al aumentar el nimero de raices secundarias y disminuir el
largo de la raiz, como consecuencia existe un aumento de la densidad. De esta
manera el analisis estadistico de los datos (Tukey test, p<0.05) determiné una
diferencia significativa entre el control y el tratamiento a 25 mM en la densidad con un
valor p de 0.04 . Estos resultados coinciden con los obtenidos por Zolla, et al (2010), en
su trabajo realizado con Arabidopsis thaliana reportaron que las concentraciones
adecuadas (no toxicas) de sal causan una drastica reduccién en el largo de la raiz
principal y de las raices secundarias, pero un aumento en el numero de raices
secundarias, conformando asi una tipica respuesta morfogénica inducida por el estrés.
Ademas adujeron que la estimulacion del numero de raices secundarias se debe a la
progresién de un mayor numero de primordios de raiz lateral desde la etapa previa al
surgimiento hasta la fase de formacion de raices laterales. Aunque algunos
investigadores han reportado que la salinidad moderada puede estimular el crecimiento
en algunas especies (Bell and O’Leary, 2003), existen otros trabajos en los que se ha
reportado que el aumento en los niveles de salinidad disminuye el crecimiento de
brotes y raices en algunos cultivos como soya y maiz. Los resultados contradictorios se
deben principalmente a la variacidon genética de las diferentes especies de cultivos y la
forma en la que estas planta s reaccionan ante el estrés salino (Ma et al., 2017).
Después de haber observado que a la concentracién de 25 mM de NaCl las plantas
presentan una estimulacion en el crecimiento, y que a 200 mM se inhibe casi
completamente el sistema radicular, se procedidé a repetir el experimento pero esta vez
sin cortar la raiz principal con el fin de determinar el efecto de las distintas
concentraciones en la radicula. En la Figura 3 se observa diferencia significativa entre el
control y el tratamiento con 25 mM de NaCl en tres de las cuatro caracteristicas
estudiadas: largo del brote (Figura 3A), largo de la raiz principal (Figura 3B) y niumero de
raices secundarias (Figura 3C); sin embargo en la densidad de raices (Figura 3D) no se
ve una diferencia significativa entre el control y los otros dos tratamientos, esto debido

a que el largo de la raiz principal y el numero de raices secundarias aumentan de
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forma proporcional. Por otro lado la transferencia de las plantulas a estrés salino 175
mM disminuye el crecimiento tanto de la parte aérea como de la parte radicular.

El aumento en la proliferacion de raices secundarias a concentracién de 25 mM
de NaCl puede deberse a una respuesta de aclimatacién de la planta. Sin embargo,
este comportamiento en el que se observa la estimulacion del crecimiento de las
plantulas expuestas a bajas concentraciones de sal depende del cultivar con el que se
trabaje. Kanokwan et al (2015) en su trabajo reportaron disminucion del crecimiento de
plantas de tomate cultivar Puanghaka a partir de 5 mM de NaCl (Kanokwan et al.,
2015). No obstante, lo interesante de esta investigacion fue que el largo de la raiz
principal se mantuvo relativamente constante, a pesar de que el peso de las raices
disminuy6 con el aumento de la concentracién de sal. Esto significa que la densidad e
incluso el diametro de la raiz puede disminuir a medida que aumenta la concentracion
de NaCl. Por otro lado de la Torre-Gonzalez et al. (2017) compararon la respuesta de
dos genotipos de tomate bajo estrés salino, cultivar Grand Brix y cultivar Marmande
Raf, encontraron que este tipo de estrés disminuye la biomasa y la tasa relativa de
crecimiento en ambos cultivares, sin embargo este efecto es significativamente mayor
en el cultivar Marmande Raf. Esto demuestra que la respuesta a estrés salino es

genético dependiente y puede variar entre un cultivar y otro.
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Figura 2: Caracterizacion de plantulas de S. lycopersicum en NaCl

Efecto de la concentracién de NaCl en el crecimiento de plantulas de S. lycopersicum
cultivar Moneymaker cuya raiz principal fue cortada previo a la exposicién a sal. A)
Largo del brote. B) Largo de la raiz. C) Numero de Raices. D) Densidad de raices. Las

barras muestran la desviacion estandar (n=50)
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Figura 3: Respuesta fisioldgica de brotes y raices en respuesta a diferentes
intensidades de estrés salino.

Efecto de la concentracion de NaCl (0, 25 y 175 mM) en el crecimiento de plantulas de
S. lycopersicum cultivar Moneymaker . A) Largo del brote. B) Largo de la raiz. C)
Numero de Raices. D) Densidad de raices. Cada * indica diferencia significativa entre

cada tratamiento (Tukey test, p<0.05), las barras indican el error estandar (n= 12)

Para determinar la dependencia que existe entre la concentracion de NaCl y los
parametros analizados en caracterizacion fisiolégica de las plantas se obtuvo la

relacion entre cada uno de ellos, lo que se puede observar en la Figura 4. Para cada
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grafico se trazé una linea de tendencia y se obtuvo el valor de R?, de esta manera se
observa que el largo del brote, el largo de la raiz y el numero de raices secundarias
estan correlacionados de forma linear con el aumento en la concentracion de NaCl, con
un valor R? de 0.9, 0.8 y 0.9 respectivamente. Esta relacién es inversamente
proporcional ya que cada parametro disminuye cuando la concentracion de NaCl
aumenta. Estos datos coinciden con los resultados de otros investigadores, por
ejemplo Bonomelli et al. (2018) mostraron que las plantas de aguacate cv. Hass en los
tratamientos sin estrés salino produjeron plantas que fueron significativamente mas
altas que aquellas expuestas a tratamientos con sal y tratamientos con sal mas
extracto de algas marinas; aunque estas diferencias cambiaron en el tiempo, solo los
tratamientos sin estrés por sal terminaron siendo mas altos que los de otros
tratamientos. De igual forma coincide con los datos obtenidos por Kanokwan, et al.
(2015) cuya investigacion reporté que todos los brotes de plantulas de tomate cultivar
Puangphaka tratados con sal fueron significativamente mas cortos que el grupo control
y la longitud de los brotes tendié a disminuir segun la concentracion de NaCl en forma
dependiente de la dosis, especialmente a concentraciones de NaCl de 50 a 100 mM.
Adicionalmente, el analisis estadistico determin6é que la densidad de raices y la
concentracion de NaCl no estan correlacionados entre si. Por otro lado se realizdé una
matriz de correlaciones donde se determiné que el largo del brote tiene una correlacion
positiva tanto con el largo de la raiz principal, asi como con el numero y densidad de

raices. Todos los valores p obtenidos indicaron diferencia significativa (p<0,05).

Tabla 1: Matriz de correlaciones entre los parametros analizados de la caracterizacién
de plantas (largo del brote, largo de la raiz, nimero de raices secundarias y densidad
de raices) y la concentracion de NaCl

Variable Concentracion de NaCl Largo del brote Largo de raiz Numero de raices Densidad de raices
Concentracion de NaCl 1 -0,96 -0,87 -0,92 -0,8
Largo del brote -0,96 1 0,82 0,93 0,86
Largo de raiz -0,87 0,82 1 0,79 0,63
Numero de raices -0,92 0,93 0,79 1 0,95
Densidad de raices -0,8 0,86 0,63 0,95 1
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Figura 4: Comportamiento de los parametros analizados en la caracterizacion de plantas

Comportamiento de los parametros analizados en la caracterizacion de plantas de S.

lycopersicum cv. Moneymaker correlacionados con la concentracién de NaCl. Para

cada grafico se muestra el valor de R?y la ecuacién de la curva. A) Largo del brote, B)

Largo de la raiz, C) Numero de raices, D) Densidad de raices.
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b) Concentraciéon de Na+
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Figura 5: Concentracién de iones de Na*

Concentracion de iones de Na® en las plantulas expuestas a 0, 25 y 175 mM. A)
muestra la concentracion de Na® en la planta completa. B) muestra la concentracion de
Na®en raices y en el brote. Cada * indica diferencia significativa (Fisher test, p<0.05),

las barras indican el error estandar (n= 12)

La concentracién de iones Na+ es un indicador de la tolerancia que pueden
presentar ciertas especies ante el estrés causado por NaCl. En los resultados de la
Figura 5 se muestra la acumulacion de iones Na* para el tejido aéreo, tejido radicular y
planta completa en los tres tratamientos 0, 25 y 175 mM. En este estudio se observé
que la acumulacion de iones Na® es significativa solamente cuando las plantas se
exponen a concentraciones toxicas de NaCl (175 mM); y se determind que la
concentracion de iones Na® tiene una tendencia a ser mayor en la parte aérea en
comparacion con la parte radicular para los tres tratamientos, con diferencia
significativa entre el grupo control y el tratamiento de 175 mM de NaCl (Fisher test,
p<0.05). Esto puede deberse a que la inhibicion del crecimiento de la raiz y la
proliferacion de la raiz, podria reducir considerablemente el area superficial de las

raices y de esta manera afectar la capacidad de absorcion del sistema radicular
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(Bonomelli et al., 2018). Las concentraciones altas de iones Na® implican un estrés
relevante para la planta ya que afecta el intercambio gaseoso, la fluorescencia de la
clorofila, asi como la disponibilidad de iones Ca?* y K*ya que reduce su transporte y
movilidad (Bonomelli et al., 2018). Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan
con los de la Torre-Gonzalez et al. (2017), en su investigacién concluyeron que la
disminucion de la biomasa y la tasa relativa de crecimiento bajo estrés salino esta
relacionada con la acumulacién de iones Na* y el déficit de K*. Por otro lado, Khaliq et
al. (2015) en su trabajo demostraron que el estrés salino afecta a varios cultivos, como
la alfalfa, debido a la gran acumulacion de iones Na®. Los cultivares o genotipos mas
tolerantes al estrés salino suelen acumular menos Na®en los tejidos y esto se debe a
que probablemente esas plantas utilizan estrategias como la compartimentalizacion de

Na”en las vacuolas o a la inmovilizacion del ion (Li et al., 2010).

c) Efecto del estrés salino en peso fresco y peso seco de las plantulas
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Figura 6: Peso fresco de plantulas expuestas a NaCl

Peso fresco de A) brote, B) raiz y C) planta completa de plantulas de tomate cv.
Moneymaker crecidas in vitro después de 10 dias de tratamiento, expuestas a
diferentes concentraciones de NaCl (0, 25 y 175 mM). Las barras indican el error
estandar (n=12) y no hubo diferencia significativa entre los tratamientos (Tukey test,
p<0.05)
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Las hojas y raices fueron separadas y pesadas antes y después de ser secadas
para obtener el peso fresco y seco de las muestras, de esta manera se calculd el
contenido de agua (WC) de las plantulas. En la Figura 6 se muestra el peso fresco
obtenido para el brote (Figura 6A), raiz (Figura 6B) y planta completa (Figura 6C) a los 10
dias de tratamiento con NaCl y el tratamiento control. Existe una clara tendencia en la
que se observa mayor materia fresca en la concentracion de 25 mM de NaCl y menor
peso de materia fresca en las plantas control. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Karimi et al. (2005) en la que reportaron que no hubo diferencias
significativas en el peso fresco de Kochia prostratra expuesta a concentraciones de
NaCl hasta 150 mM, las diferencias significativas se empiezan a observar a partir de
los 200 mM. La alta concentracion de NaCl inhibe el crecimiento de las plantas debido
a la toxicidad de NaCl o al bajo potencial osmético. El contenido de agua (WC),
calculado de la siguiente forma: WC=100*((Peso fresco-Peso seco)/Peso fresco) fue
93%, 92% vy 93% para las concentraciones de 0, 25 y 175 mM de NaCl
respectivamente. Estos datos concuerdan con los obtenidos en el trabajo de Gharbi et
al. (2017) donde compararon los efectos de la salinidad en Solanum chilense y
Solanum lycopersicum y reportaron que la salinidad no afecta el contenido de agua de
las hojas en ninguna de las dos especies, a pesar de que afecta otros factores como
biomasa y tamafio de la planta. Un mecanismo de defensa que la planta presenta ante
este estrés es conservar suficiente agua de manera que se produzca un ajuste
osmotico. Esta puede ser la razén por la cual no existe diferencia significativa entre el

peso fresco de las plantas de los tres tratamientos (0, 25y 175 mM de NaCl).

d) Distribucién de la biomasa

Uno de los principales mecanismos con los cuales las plantas responden ante el
estrés ambiental es la asignacién de nueva biomasa a los 6rganos que adquieren los
recursos mas fuertemente limitantes (Ma et al., 2017). En la Figura 7 se observa que a
las tres concentraciones de NaCl la planta acumula mayor cantidad de biomasa en la
parte aérea que en la parte radicular. Sin embargo; aunque la parte aérea aun tenga

mayor cantidad de biomasa, se observa que a 25 mM de NaCl la planta empieza a
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acumular mayor cantidad de biomasa en la parte radicular, aunque la diferencia no es
significativa en comparacion con los otros tratamientos. Este resultado se debe a que
en estadios tempranos, antes de llegar a la madurez la planta asigna demasiada
biomasa a la raiz para hacer frente al estrés a través de la acumulacion de biomasa a
los 6rganos que se ven mayormente afectados. No obstante a 175 mM la planta ya no
es capaz de resistir el estrés, por lo cual los 6rganos mas afectados, las raices,
presentan menos acumulacion de biomasa y por la misma razén a 200 mM se inhibe
casi completamente el crecimiento de raiz principal y la proliferacion de raices
secundarias. En condiciones normales la planta tiene el 80% de su biomasa
acumulada en la parte aérea mientras que el 20% representa la parte radicular, a
medida que aumentan las concentraciones de NaCl la biomasa de la parte aérea se
disminuye a un 60% y la parte radicular empieza a aumentar a 40%, estos porcentajes
se mantuvieron constantes tanto para la concentracion de 25y 175 mM de NaCl. Estos
resultados coinciden con varios trabajos como los de la Torre-Gonzalez et al. (2017),
Gharbi et al. (2017) y Chang et al. (2018) donde reportaron que las concentraciones a
niveles toxicos de NaCl causan disminucion en la biomasa en plantas de tomate; a
pesar de que la variacién de la proporcién entre la parte aérea y la parte radicular

generalmente depende del cultivar con el que se este trabajando.
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Figura 7: Acumulacién de biomasa en tejido aéreo y tejido radicular

Acumulacion de biomasa en tejido aéreo y tejido radicular de las plantas expuestas a
diferentes concentraciones de sal 0, 25 y 175 mM. Las barras indican el error estandar

(n=2), no hubo diferencia significativa entre los tratamientos (Tukey test, p<0.05)

e) Expresién de genes que responden a hormonas
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Figura 8: Expresion de los genes RCAR1, PP2Ca y JAR1
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En varios estudios se sugiere que la tolerancia al estrés salino que presentan
ciertas especies podria estar ligado a la respuesta hormonal que esta tiene, por lo cual
se analizaron genes en respuesta a ABA y jasmonatos a través del método de qPCR.
En la Figura 8 se observa la expresiébn génica de RCAR1 (REGULATORY
COMPONENT OF ABA RECEPTOR 1), PP2Ca (2C-TYPE PROTEIN PHOSPHATASE)
y JAR1 (JASMONIC ACID-AMIDO SYNTHETASE). Los dos primeros genes responden
a ABA, el primero codifica par el receptor y el segundo gen codifica para una proteina
fosfatasa, por su lado JAR codifica para una proteina involucrada en la biosintesis de
jasmonato. El acido abscisico es producido bajo condiciones de estrés osmatico y tiene
un rol importante en la respuesta de las plantas a estrés abidtico (Nakashima and
Yamaguchi-Shinozaki, 2013). En este trabajo se logré comparar la expresién génica de
RCAR y PP2Ca en las tres concentraciones de NaCl (0, 25 y 175 mM), como era
esperado a 175 mM la expresion de los genes que responden a ABA tiende a ser a
mayor en comparacion con la expresién de los genes de las plantas que fueron
tratadas con 25 y 0 mM de NaCl. La razén de cambio para RCAR en las plantas con
175 mM fue 22.45 veces mayor y para PP2Ca fue 23.45 mayor. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en el trabajo de Gharbi et al. (2017) donde concluyeron
que la salinidad incrementa fuertemente los niveles de ABA en hojas de S. lycopersium
y S.chilense, dando como resultado una concentraciéon 3 veces mas alta en plantas
estresadas que en las plantas control, de igual forma Amjad et al. (2014) reportaron
que ABA y etileno aumentan significativamente al aumentar los niveles de NaCl tanto
en los fenotipos tolerantes asi como en los sensibles a sal de la especie S.
lycopersicum. De igual manera en la figura 8 se muestra la tendencia del gen JAR1 a
aumentar de forma significativa bajo concentraciones toxicas de NaCl (175 mM); sin
embargo, este gen se expreso 5.4 veces mas en concentraciones toxicas en
comparacion con el grupo control, esto se explica debido a que las plantas tienden a
acumular jasmonatos rapidamente cuando se encuentran bajo estrés abidtico pero
principalmente bajo estrés biodtico. Por otro lado se observa que JAR1 disminuye su

expresion a una razén de 0.33, debido a que esta concentracion probablemente no
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representa una condicidn de estrés para la planta. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Pedranzani, et al. (2003) donde demostraron que los cambios en la
concentracion de jasmonato enddgena en respuesta a sal son diferentes de acuerdo a

los genotipos, pero que los niveles aumentan conforme aumenta el estrés.

4. Conclusiones

Las concentraciones mayores a 50 mM de NaCl causan estrés salino en
plantas de tomate (Solanum lycopersicum), desencadenando de esta manera una red
de respuestas que la planta utiliza para hacer frente a un determinado tipo de estrés
abiotico. Mediante este estudio se pudo concluir que la relacién entre el largo del brote
y la concentracion de NaCl generalmente es inversamente proporcional; es decir a
medida que aumenta la concentracion de NaCl a la que se exponen las plantulas,
menor es el tamafio de la planta, tanto de la parte aérea como de la parte radicular.
Adicionalmente, se concluye que la parte radicular de las plantas también se ve
afectada ya que disminuye el largo de la raiz principal, asi como el nimero de raices
secundarias; sin embargo, la densidad es un parametro que suele mantenerse incluso
a concentraciones altas de NaCl. Interesantemente, en este trabajo se concluye que la
concentracion de 25 mM de NaCl puede llegar a estimular el crecimiento de las brotes
de las plantas y también de las raices, y que esta respuesta es genético dependiente.
La concentracion optima, 25 mM de NaCl, provocé el aumento en 3 de los 4
parametros analizados durante la caracterizacion: largo del brote, largo de la raiz
principal y numero de raices secundarias. Adicionalmente, al exponer las plantas a 25
mM de NaCl se obtuvo mayor biomasa y peso fresco; y la concentracién de Na *fue
significativamente menor en comparaciéon con las concentraciones de iones de las
plantas expuestas a 175 mM de NaCl, lo que implica menor competencia para los
nutrientes y mas disponibilidad de los mismos. Los niveles de expresion de los genes
que responden a las hormonas vegetales acido abscisico y jasmonatos son
significativamente mayores en la concentracién de 175 mM de NaCl en comparacion

con las plantas del grupo control, demostrando de esta forma la respuesta que

23



desencadena la planta ante el estrés salino; no obstante, a 25 mM la respuesta de
expresion génica no es completamente clara ya que la expresién de RCAR1 es mayor
en las plantas expuestas a 25 mM en comparacion con el grupo control, sin embargo la
expresion de PP2Ca es menor al comparar los dos tratamientos, lo cual probablemente
se debe a que la planta no desencadena una respuesta de estrés porque las
concentraciones de NaCl son menores a 50 mM y como se pudo observar, las

concentraciones adecuadas incluso podrian tener un efecto positivo.
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Resumen

El cambio climatico, la excesiva fertilizacion y el uso de agua de baja calidad inducen
condiciones de estrés abidtico en las plantas, dentro de los cuales se encuentra el
estrés salino que representa un factor limitante para el crecimiento de las plantas. El
tomate es uno de los cultivos con mayor importancia econdmica alrededor del mundo y
la capacidad de algunos cultivares para tolerar la salinidad esta determinada por los
cambios fisiolégicos en relacion con la cascada de sefializacion que se desencadena
gracias a la regulacion de genes que responden a hormonas. Por lo tanto, el objetivo
de este trabajo es demostrar que las concentraciones no toxicas de NaCl podrian
estimular el crecimiento del largo del brote y el tamafio de la raiz principal asi como
también la proliferacion de raices secundarias en plantas de Solanum lycopersicum
cultvar Moneymaker. Los resultados obtenidos indicaron que la concentracién de 25
mM estimula el crecimiento del brote y el largo de la raiz en un 17% y 45%
respectivamente. Por otro lado, las concentraciones toxicas de NaCl (175 mM)
disminuyen el crecimiento del brote en un 21% vy el largo de la raiz en un 34%. EI
contenido de biomasa fue mayor en las plantas expuestas al tratamiento con 25 mM
NaCl, mientras que la concentracion de iones Na*fue significativamente mayor en las
plantas del tratamiento con 175 mM de NaCl. Con respecto a los genes que responden
a hormonas, se analizaron RCAR1 (REGULATORY COMPONENT OF ABA
RECEPTOR 1), PP2Ca (2C-TYPE PROTEIN PHOSPHATASE) para acido abscisico y
JAR1 (JASMONIC ACID-AMIDO SYNTHETASE) para jasmonato, la expresion de
estos genes fue significativamente mayor en las plantas con 175 mM de NaCl. Como
conclusion las concentraciones no toxicas de NaCl podrian ser un estimulo positivo
para el crecimiento de la plantas de tomate, dependiendo el cultivar, ya que la

respuesta que se desarrolla ante un estrés especifico es genético dependiente.

Palabras clave: Estrés salino, raices laterales, Solanum Ilycopersicum, hormonas
vegetales
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6. Anexos

Tabla 2: Partidores para qRT-PCR de PP2, RCAR1, JAR1 y UBI

Hormonas Genes Partidor 1 (5' - 3") Partidor 2 (5' - 3")
PP2Ca TCGTGCCGTCCTCTGTAGAA CGGCCACCAGCTTCTTGTAT
ABA RCAR1 GCTGTGCAAGACAGGACAGA ATCGGTGTGGGCTTTCATGG
JA JAR1 AATGTAGATGGCGTGGAGGC CGGGAGTGCGATTGTGGAAT
Normalizador uUBlI GCCGACTACAACATCCAGAAGG | TGCAACACAGCGAGCTTAACC
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