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RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

Las pérdidas econdmicas generadas en la agricultura debido a los estreses
abioticos estan estimadas entre 14-19 mil millones de euros anuales. Las
predicciones actuales referentes al cambio climéatico indican un incremento en las
temperaturas y una importante reduccion de la calidad de las aguas de riego, que,
junto con las estimaciones en el incremento de la poblacion mundial, hacen urgente
la necesidad de buscar alternativas en la generacion de cultivos con una mayor

tolerancia a los distintos estreses abidticos.

Para afrontar esta situacion, se realizé un estudio en plantas de tomate de una
variedad comercial para comprobar si una suplementacion de la nutricion rica en
K#/Ca? podia conferirle a la planta proteccion frente a la combinacién de los
estreses abioticos de salinidad y temperatura. Los resultados mostraron que la
aplicacion de estos nutrientes, utilizados en concentraciones mads altas de las
recomendadas, ayudaron a controlar el dafo oxidativo a través de la regulacion
transcripcional de las principales enzimas implicadas en la desintoxicacion de ROS
y la recuperacion de la peroxidacion de los lipidos de membrana, lo que se tradujo

en un mejor rendimiento del aparato fotosintético y una mejor tasa de crecimiento.

Posteriormente, se estudid el efecto de los estreses combinados en una
poblacién de RILs (Recombinant inbred lines) obtenidas mediante el cruzamiento de
una linea silvestre (S. pimpinellifollium L.), tolerante a condiciones abidticas
extremas, y una linea comercial (S. lycopersicum L.), ya que estas plantas son una
herramienta muy util para el anadlisis de rasgos cualitativos de una especie. Una
poblacién inicial de 84 RILs distintas fue sometida a los estreses combinados de
salinidad y temperatura para determinar el rango de tolerancia al estrés de cada
una de ellas. La combinacion de los estreses de salinidad y alta temperatura redujo
el peso fresco de todas las lineas RILs estudiadas. No obstante, esa disminucion de
biomasa fue diferente en cada linea, por lo que es posible que algunas hubieran
heredado caracteristicas del parental silvestre S. pimpinellifolium L y otras, de la
variedad comercial S. Iycopersicum L. En base a los resultados obtenidos, se
seleccionaron 5 lineas RILS que diferian en su rango de tolerancia a la combinacion

de estreses para la consecucion del siguiente experimento.

Al estudiar las 5 lineas seleccionadas, se comprobd que el comportamiento
de las RILs era reproducible, y que las lineas seleccionadas como mas tolerantes



seguian teniendo una mejor respuesta al estrés combinado que las lineas que
habian sido seleccionadas con menor rango de tolerancia. Por otro lado, se
determind que una mejor respuesta adaptativa de las plantas se correspondia con
una alta relacion K*/Na* tanto en las hojas como en la raiz, y que esta relacion entre
los componentes idnicos, estaba también relacionada con el potencial osmético de
la planta y el potencial de turgencia. Ademas, un aumento del peso seco de las
plantas se relacion6 con un aumento de la fluorescencia de las clorofilas y de la tasa
fotosintética. En base a los resultados obtenidos, las dos lineas seleccionadas para
el siguiente experimento fueron la linea RIL-76, definida como la linea mas

tolerante, y la linea RIL-18, definida como la linea més sensible.

Finalmente, se realizd6 un experimento agrondomico para determinar el
comportamiento de las lineas en condiciones de campo reales. Los resultados
mostraron que la linea RIL-76 fue mas tolerante que la RIL-18, ya que, ante el efecto
de los estreses abidticos combinados a distintos niveles de salinidad y alta
temperatura, un mayor numero de plantas sobrevivid hasta el final del
experimento. En cuanto al estado nutricional de las plantas en distintos estados de
desarrollo, se comprobd que la homeostasis de determinados iones jugaba un papel
fundamental en la respuesta adaptativa de las plantas a la combinacion de estreses.
En cambio, los resultados agrondmicos del experimento no fueron los esperados,
puesto que no se consiguieron unos datos de produccion y de calidad del fruto
dentro de los estandares actuales de mercado en ninguna de las RILs seleccionadas,
por lo que se llegd a la conclusion final de que es probable que en la hibridacion de
las RILs seleccionadas, éstas hayan heredado las caracteristicas agrondmicas del
parental silvestre S. pimpinellifolium L y no las caracteristicas propias de la variedad
S. lycopersicum L.

Estos ensayos demuestran que el estudio de los estreses abidticos debe
centrarse en las combinaciones de estrés mas relevantes para una region en
particular, lo que permitira a las plantas cultivadas en dichas zonas producir el

mayor rendimiento posible mientras completa su ciclo de cultivo.

Palabras clave: Estrés, abiotico, salinidad, alta temperatura, tomate, RILs.



ABSTRACT AND KEYWORDS

The annual economic losses generated in agriculture due to the different
abiotic stresses are estimated to be between 14-19 billion euros. Current predictions
regarding climate change indicate the increase in temperatures and the significant
reduction in the quality of irrigation water, which, together with estimates of the
increase in world population, make urgent the finding of alternatives in the

creation new of crops with a greater tolerance to different abiotic stresses.

Firstly, a study was carried out on tomato plants of a commercial variety. The
aim of this study was to investigate if an increase in potassium (K*) and calcium
(Ca?) concentration in the nutrient solution could have a positive effect on the
amelioration of oxidative stress that occurs under the combination of salinity and
heat in tomato plants. The results showed that the application of these nutrients, in
higher concentrations than normally recommended, helped to control oxidative
damage through the transcriptional regulation of the main enzymes involved in
ROS detoxification and the recovery of lipid peroxidation of membrane lipids,
which resulted in better photosynthetic apparatus performance and a better

growth rate.

Subsequently, the effect of combined stresses in a population of RILs
(Recombinant inbred lines) obtained by crossing a wild line (S. pimpinellifollium L.)
and a commercial line (S. lycopersicum L.) was studied. These plants are a very
useful tool for the analysis of qualitative traits of a species due to their genetic
characteristics. An initial population of 84 different RILs was subjected to combined
salinity and temperature stresses to determine their range of tolerance. The
combination of salinity and high temperature stresses reduced the fresh weight of
all the RILs studied. However, this decrease in biomass was different for each line,
so that it is highly likely that some had inherited characteristics of the wild parental
S. pimpinellifolium L., others had inherited them from the commercial variety S.
lycopersicum L. Based on the results obtained, 5 RILS lines that differed in their
tolerance range to the combination of stresses were selected for undertaking the
experiment described below.

When studying the 5 selected lines, it was found that the behavior of the RILs

was reproducible, and that the lines selected as more tolerant continued to have a
better response to combined stress than the lines that had been selected with a



lower tolerance range. On the other hand, it was determined that a better adaptive
response of the plants correlated with a high K*/Na* ratio in both the leaves and the
root, and that this relationship between the ionic components decreased the
osmotic potential of the plant and increased the potential of turgidity. In addition,
an increase in the dry weight of the plants was correlated with an increase in the
fluorescence of the chlorophylls and, consequently, in the photosynthetic rate of
the plants. Based on the results obtained, the two lines selected for the following
experiment were the RIL-76 line, defined as the most tolerant line, and the RIL-18

line, defined as the most sensitive line.

Lastly, an agronomic experiment was performed to determine the behavior
of the lines in real field conditions. The results showed that the RIL-76 line was
more tolerant than RIL-18, as a greater number of plants survived until the end of
the experiment, given the effect of combined abiotic stresses at different levels of
salinity and high temperature. Regarding the nutritional status of plants in
different stages of development, it was found that homeostasis of certain ions
played a fundamental role in the adaptive response of plants to the combination of
stresses. On the other hand, the agronomic results of the experiment were not as
expected, as production and fruit quality data were not within the current market
standards in any of the RILs selected. Thus, the final conclusion reached was that
it is probable that in the hybridization of the selected RILs, these have inherited the
agronomic characteristics of the wild parental S. pimpinellifolium L and not the

characteristics of the commercial S. lycopersicum L. variety.

These trials demonstrate that the study of abiotic stresses should focus on the
most relevant stress combinations for a particular region; this will allow plants
grown in these areas to produce the highest possible yield while completing their

normal cultivation cycle.

Keywords: Stress, abiotic, salinity, high temperature, tomato, RILs.



AGRADECIMIENTOS

Me gustaria expresar mi mas sincero agradecimiento a mis directores de Tesis
del CEBAS-CSIC, Dr. Vicente Martinez Lépez y Dra. Rosa M. Rivero Vargas, y,
también, a mi director de Tesis de la UCAM Dr. Antonio Cerda Cerda por su
supervision, direccién y apoyo durante estos afios.

También hacer extensa mi gratitud a los doctores Paco Rubio, Paco Garcia y
Teresa Mestre por haber estado siempre dispuestos a ofrecerme su ayuda y
colaboracion.

A mis compafieros de trabajo del CEBAS-CSIC, por los buenos ratos que

pasamos tanto en la finca experimental como en el laboratorio.

A mis amigos, con los que he compartido momentos de desconexion,

especialmente estos ultimos meses.

Y, sobre todo, gracias a mi familia por todo su apoyo.






"La agricultura es la profesion del sabio, la mas adecuada al
sencillo y la ocupacién mas digna para todo hombre libre".
Marco Tulio Cicerén (106-43 a.C.)






INDICE GENERAL

L INTRODUCCION...........covvrmmmmmmmmnnsnnns 39
1.1. El cultivo del tomate ......cccoueiiuirieiiniiiiciicccccce e 39
1.2. Descripcion botanica del tomate ............cccovrueiiiiiiiiciencce, 43
1.3. Valor nutricional del tomate..........c.ocerereninieniiiiniiiniecccccceeeee 45
1.4. Domesticacion del tomate .........cceuevevieinieinieinicincincceeceeceeee 46

1.4.1.  Variedad Solanum pimpinellifolium ..........ccccoovviiiniiiiiiiiines 48
1.4.2.  Lineas isogénicas recombinantes (Recombinant inbred lines, RILs) ....49
1.5, ESrés abiOtiCO ..cueeveuiruiiiieieiiieieiei ettt 50
1.5.1. Salinidad.....cccceoeiiiinieiicicccccee s 50
1.5.2. Alta temperatura ..o 54
1.5.3. Combinacion de eStreses........c.covieeverireeinieniiienieeniecnieencceecreeenenes 55
1.6. Respuesta fisiolOZiCa.......ccouururiiiiiiciciiiicct e 57
1.6.1. INULTICION wveiiiniiciccicccce ettt s 57
1.6.2. Homeostasis redox y estrés oxidativo........cc.cocoveicrinnininiicccieiiinnes 58
1.6.3.  Sistema antioXidante..........coccceuecerueinieninenineniiiieeee e 63
1.7. Respuesta agronOmiCa.......ccceoeurvriiurueieininiiccieenicce e 65
1.7.1.  Calidad del fruto ......ccccevieirieiniiiiiicccce s 65

IL. JUSTIFICACION.......coertrerrernssessssesessessssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssaassenns 69

III.  OBJETIVOS....ritniiniininnisscisseisssssssisssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssses 73
3.1. Objetivo principal........cccccviiiiniiiiiiiciicc e 73
3.2. ODbjetivos eSPecifiCos .......ccviiiriiiiiiiiicicic e 73

IV.  MATERIALES Y METODOS.......cooucemsrunseresssessssasssssessssasssassssassssssssssasssanns 77
4.1. Material vegetal ... 77

4.2. Material vegetal ... 77



42.1. Descripcion de los invernaderos...........ccocvvvviniiciviniiciniiiiciniiccne, 77

42.2. Descripcion de las camaras de cultivo ... 78
4.3, SOIUCION NUETIEIVA .eetievriiiiiiiieeeeceiiee ettt ettt ettt e e sttt e s sttt e sssnassessssrasesssanseesns 79
4.4, EXPOrimeNtoOs .....ccccvvuiuiiiiiiiiiiicicicicc s 81

44.1. Experimento 1: Optimizacion de la nutricion para aumentar la
tolerancia a la combinacion de estreses abioticos...........covvvvrvririnnnne 81

442. Experimento 2: Selecciéon de lineas recombinantes de tomate con
diferente tolerancia a la combinacion de salinidad y alta temperatura
84

443. Experimento 3: Respuesta fisiologica de 5 lineas recombinantes
seleccionadas con diferente tolerancia a la combinacion de estreses
ADIOTICOS cuvvveee ettt ettt ettt ettt ettt e ettt e s e bt e s serbeeesesabeeesssabeeessaaeessaans 87

444, Experimento 4: Respuesta agronomica de lineas de tomate con

diferente tolerancia a la combinacion de estreses..........c.cccceveerueuennene. 89

4.5, Determinaciones .........ccccereerueererrieriinierterteteere ettt srt et re st sae s e see s sseennes 91
45.1. Pardmetros biometriCos......c.cccveimerireineninerierenineeeeeee e 91
452,  Analisis NUETICIONAl......c.couiiriiiniiicc e 91
4.53. Relaciones hidricas en las plantas..........ccccccooueiineniniccneccne 92

454. Intercambio gaseoso y parametros de fluorescencia de clorofilas.... 93

4.5.5. Pardmetros de produccion..........c.ccooeerrieininiiinieine e 94
4.5.6. Parametros fisicos de calidad ..........ccccceeuiuiuiiiiiiiciiiiiiiiee 94
45.7. Determinaciones bioquimicCas ..........ccccccvuvueueiniruiueininiieiniieeceneeenes 96
4.5.8. Concentracion de proteinas en el extracto enzimatico ...........c........... 99
4.59. Extraccion de RNA........ccccoiiiiiiniiccccccccs 99
4.510. cDNAY qPCR ...cooiiiiiiiiiiiiic s 100
V. RESULTADOS Y DISCUSION .....coommrrenmreesnnees .... 105

5.1. Experimento 1: Optimizacion de la nutricién frente a la combinacion de
€Streses abiOtiCOS .......cccuviiiiiiiiiiiiiii e 105

5.1.1.  Ensayo prelimniar..........ciniieieeeeeeeceneeenes 105
5.1.2.  Ensayo principal.........ccccoeeeiciicii 107



5.3, DISCUSION «eeeteteeeeeeeeeeee et e e e e eeete e et e s eeeserarteeeesseeessaeeaeeeseseaennes 120

5.2. Experimento 2: Seleccion de lineas recombinantes de tomate con diferente

tolerancia a la combinacion de salinidad y alta temperatura..................... 127
52.1. seleccion en inVernadero.......c.cccoeeveerieenieinreinieinreeneeeeeneeeeeeeene 127
5.2.2. seleccion en camara de Cultivo .......ccecevveerieineiniciincnincecceeee 138
523, DISCUSION ..ottt 142

5.3. Experimento 3: Respuesta fisiologica de 5 Ilineas recombinantes
seleccionadas con diferente tolerancia a la combinacion de estreses abioticos

145
5.3. 1. BiOmMaASa....cccoiiieuiiiiiiictiictcc e 145
5.3.2.  Tolerancia a los Estreses simples o combinados..........c.cccccccvvuruennce. 150
5.3.3. Estado nutricional de las plantas............ccccccoerriiiiiiinini 153
5.3.4. Estudio de las Relaciones hidricas..........cccoeoeuiuiiiciiiiiiiinninninnne, 167
5.4.5. Parametros fotosintéticos y de fluorescencia de clorofilas............... 172
5.4.6. Lineas seleccionadas.........cccocovivirininininiiiiiiiiiicccccccces 179
5.4.6. DISCUSION ....ouiiiiiiiiiii s 180
5.4. Experimento 4: Diferencias en la respuesta agrondmica entre plantas
tolerantes y sensibles a la combinacidn de estreses abidticos..................... 187
54.1. Indice de SUPEIVIVENCIA .....vveerrvereeerrresssiesesie s 188
542, BiOMASA....ccriiiiuiiiniicitcetc e 189
5.4.3. Estado nutricional de las plantas...........ccccoviicininiiinniicinnicnne, 191
5.4.4. Pardmetros fotosSintéticos..........ccocovuriiriiiininiiiicccccce 200
5.4.5. Produccion del fruto de tomate ..o, 204
5.4.6. Parametros de calidad de los frutos ...........cccccceviiiiiiiniinn 208
5.4.7.  DISCUSION ..o 218
VI.  CONCLUSIONES. .........cccouruerurururunnnen 235
VIL. LIMITACIONES Y FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION............ 239

VIII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......o.onvrvmmrresssenssessssassssesssesssssesssens 243






SIGLAS Y ABREVIATURAS

APX: Ascorbato peroxidasa

AsA: Ascorbato

ATP: Adenosin trifosfato

CAT: Catalasa

Cdna: ADN complementario, sintetizado a partir de ARN mensajero
CE: Conductividad eléctrica

DHA: Dehidroascorbato

DHAR: Dehidroascorbato reductasa

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

ETR: Indice de transporte electrénico (del inglés electron transport rate)
EUFIC: Fondo Europeo de Informacion sobre la Alimentacion

FAO: Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura

Fm: Valor maximo de fluorescencia en hojas adaptadas a la oscuridad
Fm”: Maxima fluorescencia en hojas adaptadas a la luz después de

aplicar un pulso saturante de luz actinica
Fo: Fluorescencia minima de hojas adaptadas a la oscuridad)

Fo’: fluorescencia minima en hojas adaptadas a luz después de un

pulso de luz roja

Fs: Fluorescencia estable a cualquier nivel de luz

Fv/Fm: Maxima eficiencia cuantica de los centros de reaccion del PSII.
Fv: Componente variable de la fluorescencia (Fm-Fo)

GR: Glutation reductasa

GSA: Glutamil semialdehido

GSH: Glutatiéon

GSSG: Glutatiéon oxidado

H:O:: Peroxido de hidrégeno

ICP: Espectrofotometro de iones acoplado a plasma
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lines)
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I. INTRODUCCION

1.1. EL CULTIVO DEL TOMATE

El tomate es el segundo fruto mas consumido en el mundo, y representa uno
de los cultivos horticolas mds importantes (Calvo-Polanco y col., 2016). Su
demanda, produccion y comercializacion aumentan constantemente, lo que lo

convierte en el cultivo de mayor valor econdmico (Foolad, 2004).

Segun los datos de la Organizaciéon de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacién (FAO, 2017), la extension total de hectdreas
cultivadas en 2017 fue de 4,8 millones, y la produccion mundial de tomate en para
consumo freso supuso 198 MMt. China es el principal productor de tomate a nivel
mundial, con una produccion de 59,62 MMt, seguido por India, con una produccion
total de 20,70 MMt y Turquia, con 12,75 MMt. Espafia ocupa el octavo lugar, con
5,16 MMLt, lo que supone un aumento del 24% de produccion respecto a los datos
registrados en 2016. Espafia también es el segundo pais de la Unién Europea que
mas tomate produce después de Italia. En la Figura 1 se muestra el porcentaje de
produccién de los principales paises productores de tomate, y, en la Tabla 1, los
datos de producciéon de dichos paises en millones de toneladas y la superficie
dedicada al cultivo del tomate en miles de hectareas (Mha).



40 MARIA GARCIA MARTI
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Figura 1: Distribucién de la produccion de tomate entre los principales paises
productores (FAO, 2017).

Tabla 1: Principales paises productores de tomate en el mundo (FAO, 2017). La
produccion total se estima en millones de toneladas y el drea cultivada en miles de

hectareas.
Posicion Pais Produccion (MMt) Area Cultivada (Mha)

1 China 59,63 1033,28
2 India 20,71 797

3 Turquia 12,75 187,07
4 EEUU 10,91 126,07
5 Egipto 7,30 182,44
6 Iran 6,18 153,73
7 Italia 6,01 99,75
8 Espana 5,16 60,85
9 Meéxico 4,24 93,00
10 Brasil 4,23 61,53

Otros paises 61,20 2053,66
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En Espana, el cultivo total de tomate ascendi6 a 5 millones de toneladas en el
ano 2017 (FAQO, 2017), y se destina tanto para su consumo en fresco como para su
transformacion industrial. Las zonas que destinan su produccion al consumo en
fresco son Almeria, la Region de Murcia, Alicante y Canarias. Ademas, estas
regiones exportan el producto a otros paises, lo que ha supuesto la modernizacién
de muchas empresas del sector dedicadas a ello. En otras zonas como Navarra,
Zaragoza y Extremadura, el cultivo del tomate esta enfocado a la industria, donde
se procesa y se convierte en zumos, pastas o salsas. Dependiendo del destino final
del tomate, los agricultores adaptan sus técnicas de cultivo a las necesidades

propias del sector y a la demanda del mercado (Lopez Camelo y Gémez, 2004).

Segun los datos estadisticos recogidos por el Ministerio de Agricultura, Pesca
y Alimentacion del afio 2017, la comunidad auténoma con mayor producciéon de
tomate es Andalucia, con una produccion anual de 2229,9 Mt, seguida muy de cerca
por Extremadura, con 2075,04 Mt. Los datos de produccién de las distintas
comunidades auténomas se recogen en la Tabla 2, asi como la superficie de
hectareas cultivadas en cada comunidad. Tanto en Andalucia como en la Region
de Murcia, el cultivo del tomate esta presente durante todo el afio, mientras que,

en otras comunidades, el tomate tiene sus propios ciclos de recoleccion.
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Tabla 2: Regiones productoras de tomate en Espana (FAO, 2017). La produccion
total se estima en miles de toneladas y el drea cultivada en hectareas.

Comunidades Autonomas Produccion (MT) Superficie (HA)
Andalucia 2229,97 24834
Extremadura 2075,70 24090
R. de Murcia 228,78 2476
Navarra 146,82 2059
Galicia 95,56 1143
Castilla LA Mancha 82,93 1136
C. Valenciana 75,68 1259
Canarias 74,10 889
Aragén 56,67 704
Cataluna 46,47 1041
La Rioja 18,80 237
Baleares 10,71 367
Pais Vasco 6,87 289
Madrid 5,05 54
CastillaY Leon 4,97 115
P. de Asturias 3,54 142
Cantabria 0,80 17

Total Espafia 5163,46 60852

La agricultura del sureste espafol se caracteriza por la obtencién de
productos de alta calidad con un gran valor anadido, los cuales son
comercializados en mercados nacionales y sobre todo internacionales, resultando
en un gran beneficio econdmico para las regiones espanolas que se dedican al
cultivo del tomate. En Espafia, la Regién de Murcia se sitia como la tercera
productora de tomate a nivel nacional, donde se comercializan distintas variedades
dependiendo de la época del afo en la que se cultiven. La mayor parte de la
produccion la realizan empresas con gran capacidad de explotacidn, y se destinan
tanto al consumo de la propia comunidad como a la exportacion europea donde la
produccion es mas baja. (MAGRAMA, 2011).
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1.2. DESCRIPCION BOTANICA DEL TOMATE

El tomate (Solanum Lycopersicum L.) es una planta que comprende una especie
dentro de la familia de las solandceas, donde también se encuentran la patata, la
berenjena, el pimiento y algunas otras especies de plantas decorativas como la
petunia (Imagen 1). Es una planta dicotiledonea que pertenece a la familia
Solanaceae, y suele cultivarse como una planta anual, aunque, con unas

condiciones dptimas, su cultivo puede prolongarse durante mas tiempo (Maroto,
1995).

La taxonomia aceptada es:

e Clase: Dicotyledoneas.

e Orden: Solanales (Personatae).
e Familia: Solanaceae.

e Subfamilia: Solanoideae.

e Género: Solanum.

e Especie: Lycopersicum.

Imagen 1: Flor del tomate durante la etapa de floracion de las plantas.
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Es una planta perenne arbustiva, y su crecimiento puede ser determinado o
indeterminado, dependiendo de la especie. La forma de crecimiento mas comun
escogida por los agricultores es la indeterminada, y en ella los tallos presentan
patrones uniformes de tres hojas o yemas y una inflorescencia de tipo racimoso,
acabando con el apice vegetativo, donde seguird creciendo la planta (Chamarro,
1995). Estas variedades de crecimiento indeterminado se cultivan en invernadero,
ya que, como producen inflorescencia de forma continua, son perfectas para el
consumo freso del tomate (Kinet y Peet, 1997). La planta determinada presenta
menos hojas por inflorescencia y tiene un crecimiento limitado. En los primeros
estadios de la planta el tallo tiene consistencia herbacea, pero en estado adulto es
semilefioso y estd cubierto de pelos glandulares y no glandulares. El sistema
radicular es pivotante, y estd compuesto por una raiz principal de la que salen
raices secundarias y raices adventicias. Las hojas son compuestas e
imparipinnadas, presentando un foliolo terminal y de 7 a 9 foliolos laterales
(Chamarro, 1995).

La inflorescencia tiene de 4 a 12 flores, radiales y con cinco estambres cada
una de ellas, agrupandose en racimos o ramilletes. Consta de 5 o mas sépalos
dispuestos de forma helicoidal e igual nimero de estambres soldados alternados
entre los pétalos; todo ello forma un cono estaminal que envuelve al gineceo
(Jaramillo y col., 2007). El ovario es stupero bicarpenal y contiene numerosos
primordios seminales produciendo bayas polispermas. La flor estd unida al eje
floral por un pedicelo con un engrosamiento articulado que tiene una capa de
abscision. Posee una semilla lenticular comprimida y el embrion enrollado
(Chamarro, 1995).

La planta del tomate es autdgama: la polinizacidn se produce con el polen de
la misma flor. El fruto es una baya globular y presenta diversidad de tamaros,
formas y colores dependiendo de la variedad de la que se trate. En el mismo racimo
pueden darse a la vez frutos pequenos y flores abiertas que se van desarrollando
progresivamente. El fruto del tomate estd formado por el exocarpio, mesocarpio
parenquimatico y endocarpio, que rodea a los l6culos y a las semillas (Chamarro,
1995).
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1.3. VALOR NUTRICIONAL DEL TOMATE

El tomate esta catalogado como un alimento funcional a nivel nutricional y
farmacologico, ya que produce efectos beneficiosos en la dieta y en la prevencion
de enfermedades cronicas gracias a su poder antioxidante (Bramley, 2000; Canene-
Adams y col., 2005). Cuando se habla de la calidad nutritiva y funcional de un
producto, se hace referencia a la utilidad que poseen dichos alimentos para
satisfacer el correcto funcionamiento del organismo del ser humano o de animales.
Actualmente, son muchos los estudios que se basan en mejorar la calidad de los
productos horticolas como el tomate, ya que el mercado y los consumidores son
cada vez mas exigentes y demandan productos que sean mas saludables y
nutritivos (Gruda, 2005).

El tomate es rico en licopeno, (3-caroteno, vitamina C y compuestos fenolicos
(Bhowmik y col., 2012; Dumas y col., 2003) y su consumo representa el 85% del
licopeno total de la dieta del ser humano. El licopeno es un carotenoide especifico
del tomate con un gran poder antioxidante (Bramley, 2000; Canene-Adams y col.,
2005), y se ha demostrado que induce las comunicaciones de célula a célula, regula
funciones hormonales, interviene en el sistema inmunitario y participa en otras
rutas metabolicas (Rao y Agarwal, 1999). El B-caroteno interviene en la formacion
de la vitamina A, que previere problemas de vision, potencia el sistema inmune y
protege frente a ciertos tipos de cancer relacionados con la piel y las mucosas (Marti
y col., 2016; Sies, 1991). La vitamina C interviene en procesos antiinflamatorios y
reduce el dafio oxidativo, ademas de participar en la biosintesis de hormonas, en la
de colageno y de presentar otras funciones biologicas (Aguirre y May, 2008). Los
compuestos fenolicos estdn muy presentes en los vegetales, y por ello, en la dieta
humana, y también desempefian un papel importante en la prevencion de ciertas
enfermedades debido a su funcién antioxidante (Fernandez-Panchon y col., 2008).
El tomate, ademads, es una fuente rica en folatos, potasio y vitamina E, aunque su
disponibilidad puede variar dependiendo de los procesos y tratamientos a los que
hayan sido sometidos los productos derivados de su transformacion comercial
(Willcox y col., 2003). Es por todo ello que su consumo es un indicador de una

buena alimentacion y un estilo de vida (George y col., 2004).

Segun el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA), el

tomate tiene un bajo aporte caldrico (18 Kcal por 100g) y un alto contenido de agua
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(95%), azucares, minerales, vitaminas y lipidos que lo que lo convierte en un
alimento con un gran valor nutricional (Tabla 3). La glucosa y la fructosa son los
azucares mayoritarios en el fruto del tomate, y representan casi el 50% de su
materia seca. Por otro lado, el d&cido malico y el &cido citrico son los dcidos organicos
mayoritarios, representando el 10% de la materia seca (Chamarro Lapuerta, 1995).
Los azucares y los acidos no tienen un gran valor nutritivo en el tomate, pero si

desempenian un gran papel en su sabor.

Tabla 3: Valores nutricionales del tomate USDA, 2018.

Composicién nutricional Valor por 100g
Agua 94,52 g
Energia 18 kcal
Proteinas 088¢g
Lipidos totales 020¢g
Carbohidratos 389¢g
Fibra total 12¢g
Azucares 263¢g
Vitaminas 96,79 mg
Calcio, Ca 10 mg
Hierro, Fe 0,27 mg
magnesio, Mg 11mg
Fosforo, P 24 mg
Potasio, K 237 mg
Sodio, Na 5mg
Zinc, Zn 0,17 mg

1.4. DOMESTICACION DEL TOMATE

La domesticacion de los cultivos para conseguir comida, alimento o fibras
resulta de la seleccion que hace el ser humano de rasgos deseables en las plantas
para mejorar algunas condiciones, como la tolerancia a los estreses ambientales, la

tolerancia a patdgenos o mejorar la produccion y la calidad (Bai y Lindhout, 2007).

Las diferentes condiciones agrondmicas y climatoldgicas en las que el tomate
es cultivado, han propiciado que el fruto haya ido evolucionando y formando una
gran diversidad de fenotipos y variedades con diferencias en el tamafio (desde poco

a cientos de gramos), la forma (achatado, redondeado, alargado o en forma de pera)
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y el color (desde el amarillo a distintas tonalidades de rojo) (Rodriguez-Burruezo y
col., 2005). La diversidad genética de las plantas hace que sean necesarios cruces
mas amplios para minimizar las caracteristicas genéticas que no son deseables y

potenciar los rasgos que son interesantes (Giovannoni, 2018).

El tomate es un ejemplo excelente de domesticacion, ya que su antecesora
silvestre, Solanum pimpinellifolium L., guarda ya pocas similitudes con la planta que
actualmente se utiliza para produccion de frutos de tomate: Solanum lycopersicum
L. (Zuriaga y col., 2009).

Las especies originarias nativas se sitian en América del Sur, concretamente
en la cordillera andina, donde mas tarde fueron cultivadas por gran parte de
América central y Méjico (EUFIC, 2001). El tomate cherry (S. lycopersicum var.
Cerasiforme) se considera el antepasado probable del tomate que conocemos hoy
en dia, que a su vez, fue domesticado de la especie silvestre de fruto rojo Solanum

pimpinellifolium (Figura 2) (Ranc y col., 2008).

¥ Domesticacion é Mejora
— e —
' )
S. Pimpinellifolium S. Lycopersicum S. Lycopersicum
(antecesorsilvestre) (Var. cerasiforme) (tomate actual)

Figura 2: Domesticacion del tomate desde el antecesor silvestre (S. pimpinellifolium
L.) hasta el tomate actual. Imagen modificada de Giovannoni, 2018.

El fruto de tomate actual es unas 100 veces mas grande que el tomate
primigenio (Lin y col., 2014). La domesticacion del tomate comenzd en la region
andina, completandose la en Mesoamérica. Posteriormente, los espafioles llevaron
plantas de Mesoamérica a Espafia y desde alli se exportaron al resto del mundo
(Blanca y col., 2012). Los conquistadores trajeron los tomates a Europa en el siglo
XVII (Rick y Fobes, 1975), y la migracion posterior y la seleccion continua redujeron

su diversidad genética. (Figura 3).
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worldde, g .

Figura 3: Mapamundi que representa la distribuciéon mundial de tomate desde
Sudamérica a Europa y Asia durante los siglos XVI, XVII'Y XVIII.

En un estudio llevado a cabo por Zhu y col. (2018), se caracterizd6 una
poblacion con una gran diversidad de tomates y se presenté un mapa molecular de
los datos gendmicos de la mejora del tomate, lo que concluyd que ese proceso de
domesticacion tomate ha ido alterando el fenotipo quimico de los frutos en relacion
con el contenido de metabolitos. Ademas, se ha demostrado que la pérdida o la
seleccion negativa de genes que se ha producido en el tomate durante su proceso
de domesticacidon ha favorecido que se desarrollen rasgos mas importantes, como
la resistencia a enfermedades (Gao y col, 2019). Con el fin de aumentar el
rendimiento de los cultivos, se ha estudiado el cruce de plantas silvestres con
plantas comerciales, sin embargo, el mecanismo de como ha cambiado el genoma

del tomate sigue siendo en gran parte desconocido.

1.4.1. Variedad Solanum pimpinellifolium

Solanum pimpinellifolium L. pertenece el género Lycopersicum (Luckwill,
1943; Miller y J. Rivington, 1754), y estd anidado dentro de la familia de las
solenaceas (Bohs y Olmstead, 1997; Peralta y Spooner, 2000). Es un arbusto
pequenio tipico de las zonas costeras de Perti y Ecuador, donde crece a menos de
100 metros de altitud (Luckwill, 1943). Se encuentra en los valles poco profundos

por los que fluyen los rios que van desde la cordillera andina hasta el océano
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Pacifico, areas que hoy en dia estdn muy cultivadas y urbanizadas (Taylor y col.,
1988).

Existen diferencias marcadas entre las regiones ecuatoriana y peruana. Las
mayores diversidades se encuentran en el norte del Perti, donde se considera que
es del origen peruano de la especie. En la region ecuatoriana se encuentra mayor
diversidad genética en la especie, lo que se correlaciona con la diversidad climatica
diferente que se encuentra en las areas costeras de Ecuador y Peru. (Lin y col., 2019;
Zuriaga y col., 2009).

El fruto de S. pimpinellifolium L. es conocido como el tomate cimarrdn, y
aunque no suele ser cultivado para el consumo humano como el tomate comercial,
ambas especies estan estrechamente relacionadas a pesar de que difieren
principalmente en el tamano de sus frutos, hojas y flores (Luckwill, 1943).
Actualmente se considera que el Solanum pimpinellifolium es el antecesor de las
especies que se cultivan hoy en dia (Breto y col., 1993), ya que, el tomate actual,
presenta caracteristicas heredadas de la especie, como la resistencia a algunas cepas
de patdgenos (Bohn y Tucker, 1940; Langford, 1937), genes para el color de la fruta
(Tanksley y col., 1982) y los rasgos que facilitan la cosecha del tomate (Luckwill,
1943). A dia de hoy, el S pimpinerifollium L. se suele usar en el dmbito de la
investigacion, ya que hibrida muy bien con S lycopersicum L. (Zuriaga y col., 2009)
y, ademads, porque tiene muchos rasgos econémicamente importantes para las

variedades comerciales de tomate (Mieslerova y col., 2000).

1.4.2. Lineas isogénicas recombinantes (Recombinant inbred lines, RILs)

En los tltimos afos se han desarrollado las conocidas como lineas isogénicas
recombinantes (recombinant inbred lines, RILs), que son consideradas como
herramientas muy ttiles para el estudio de determinados genes y/o caracteres
(Broman, 2005). Estas lineas son obtenidas mediante un primer cruzamiento de la
linea silvestre con la linea comercial a mejorar, y, posteriormente, se llevan a cabo
una serie de autofecundaciones o retrocruzamientos de la progenie F2 hasta que
las lineas alcanzan la estabilidad genética. Las cepas parentales se seleccionan en
funcién del fenotipo, la disponibilidad de marcadores y la compatibilidad, y
pueden estar disefiadas genéticamente para eliminar las variaciones no deseadas o

introducir genes reporteros (Pollard, 2012).
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El uso de RILs posee ciertas ventajas sobre otras poblaciones usadas para
mapas genéticos, ya que son lineas genéticamente homocigoticas que pueden ser
propagadas sin necesidad de usar técnicas de segregacion, utilizando
selectivamente semillas viables (Colome-Tatche y Johannes, 2016). De esta manera,
estas lineas pueden ser distribuidas y replicadas en distintos experimentos, en
diferentes laboratorios y en diferentes ambientes. Esta caracteristica es
especialmente util para el analisis de rasgos cualitativos de una especie, ya que
permite la reduccion de la componente medioambiental al total de la variabilidad

fenotipica.

En algunos estudios realizados con RILs de plantas de tomate, se ha
demostrado que la resecuenciacion de la siguiente generacion de las lineas
parentales permite que la gran mayoria de los polimorfismos se caractericen y

utilicen para progresar de QTL a gen causante (Kevei y col., 2015).

Asi, las RILs pueden ser muy ttiles en el estudio de la variedad fenotipica de
una especie bajo ciertas condiciones de estrés ambiental, mostrando una gama de

plantas tolerantes y sensibles a dicha condicion.

1.5. ESTRES ABIOTICO

El estrés se define como cualquier situaciéon ambiental adversa que pueda
afectar de manera fisioldgica, bioquimica y/o molecular a las plantas. Los estreses
bidticos son los que se producen por organismos patdgenos, y pueden acentuarse
debido a las condiciones climaticas en las que se produzca la infeccion. Por otro
lado, los estreses también pueden ser abidticos, como la temperatura (por encima
o por debajo de la 6ptima de crecimiento para una especie), la falta de agua (total o
parcial), ola salinidad de suelos y/o aguas de riego, entre otras. Los estreses pueden
actuar individualmente o de forma combinada, de manera que dos o mas estreses
actdan de manera simultanea sobre las plantas (Choudhury y col., 2017; Mittler,
2006; Mittler y Blumwald, 2010; Suzuki y col., 2014).

1.5.1. Salinidad

La salinidad en el suelo es un problema que afecta, sobre todo, a las zonas

aridas y semidridas del mundo, como la cuenca mediterranea, a consecuencia de
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las escasas precipitaciones y recursos hidricos y el mal uso de fertilizantes. En estas
regiones, la evaporacion y la extraccion de agua por las raices de las plantas hacen
que la solucion del suelo se concentre y que los niveles de sal cerca de la superficie
aumenten, lo que también, ligado a la escasez hidrica de estas zonas, afecta al

crecimiento de las plantas y a la productividad de las mismas (Bai y col., 2019).

La idoneidad del agua para regadio depende de sus condiciones de uso,
incluidos el tipo de cultivo, el clima, el suelo y el método de riego. En lineas
generales, la Tabla 4 recoge una clasificacion de las aguas de riego dependiendo del
nivel de salinidad que posean (FAQO, 2019). Tal clasificacion se proporciona en
términos de concentracion total de sal, que es el principal factor que limita el uso

de aguas salinas para la produccion de cultivos.

Tabla 4: Diferentes tipos de agua de riego dependiendo de su salinidad (FAO, 2019).

Conductividad Concentracion

Agua eléctrica salina Uso del agua
(dS/m) (mg/1)

Agua de uso

No salina <0,7 <500 doméstico y agua
de riego

Li t

‘peramente 0,7-2 500-1.500 Agua de riego

salina
Drenajes primarios

Moderadamente , ,, 1.500-7000 y aguas

salina ,
subterraneas
Drenajes

Altamente salina  10-25 7.000-15.000 secundarios y

aguas subterraneas
ley altamente 2545 15.000-35.000 Aguas sgbterraneas
salina muy salinas
Salmuera >45 >45.000

Pocas aguas de riego de uso general exceden aproximadamente 2 dS/m en
conductividad eléctrica (CE). Muchas aguas de drenaje, incluidas las aguas
subterraneas poco profundas que subyacen a las tierras irrigadas, caen en el rango
de 2-10 dS/m en la CE. Estas aguas suministran muchas de las zonas irrigadas, y

tienen un buen potencial para mantener la produccion de determinados cultivos.
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La reutilizacion de aguas de drenaje de segunda generacion para irrigacion
también es posible y util. Tales aguas generalmente tendran una CE en el rango de
10-25 dS/m. Solo los cultivos muy tolerantes (casi ningin cultivo convencional)
pueden desarrollarse y producir con éxito con aguas que superan los 10 dS/m. Las
aguas muy salinas (25-45 dS/m en CE) y salmuera (> 45 dS/m en CE) estan fuera del
alcance de estas directrices y, por lo tanto, sus usos para la produccion de cultivos
no son factibles (FAQO, 2019).

Los suelos salinos tienen un alto contenido en sales solubles, lo que produce
cambios en la composicion mineral y en el vigor de las plantas una vez absorbidas
por éstas junto con el agua de riego. Las principales sales que afectan
negativamente a la produccion vegetal son: cloruros (Cl) y sulfatos de sodio
(Naz2S0xs), calcio (Ca?"), magnesio (Mg?) y potasio (K*), siendo para las plantas los
principales iones toxicos sodio (Na*), cloruros (Cl) y los sulfatos (SO+) (Munns y
Tester, 2008).

La salinidad reduce la produccion de los cultivos y tiene un impacto
devastador para la expansion de las hojas de las plantas, la sintesis de proteinas, la
produccion de energia, el metabolismo de los lipidos y la apertura de los estomas.
Ademas, la fotosintesis también se ve afectada debido al estrés osmotico causado
por la deficiencia de agua, la acumulacién de iones toxicos para las células y el mal

balance de nutrientes (Parida y Das, 2005).

Dado que la salinidad es una caracteristica comun de las tierras aridas y
semiaridas, las plantas han desarrollado mecanismos para tolerar el bajo potencial
hidrico del suelo causado por la salinidad y la sequia (Hanin y col., 2016). Debido
a que el NaCl es la sal mas soluble y extendida, uno de esos mecanismos es la
exclusion por parte de las raices de iones Na* y CI, favoreciendo la acumulacion
en la planta de otros nutrientes cominmente presentes en bajas concentraciones,
como K*y NOs~ (Munns, 2005).

La salinidad produce dos tipos de estrés en las plantas: el estrés osmotico y
el estrés ionico (Horie y col., 2012). El estrés osmético (Figura 4) es el primero que
se produce debido al aumento de la concentracion de sal fuera de la raiz, lo que
conduce a inhibir la captacion de agua por parte de la planta, la expansion celular
y el consiguiente desarrollo vegetativo (Munns y Tester, 2008). El estrés idnico se

produce después, cuando los iones de Na* se acumulan en la planta, especialmente
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en las hojas, y causa toxicidad, incluyendo un aumento de la mortalidad de las
hojas con clorosis y necrosis y disminuyendo la actividad de las rutas

metabolomicas esenciales (Yeo y Flowers, 1986).

SALINIDAD

(deficiencia de K*/ exceso de Na*)

Toxicidad de Na*

» Senescenciade lahoja

+ Inhibicidn de la fotosintesis, la
sintesis de enzimasyla
actividad enzimatica

Deshidratacion
<Sefial de transduccién> * Inhibicién de la absorcion de
agua, la elongacion celulary el
desarrollo de la hoja

i Homeostasis 1 Muerte celular ’ T e e
Ve Ratexelusin I ' Ajuste osmotico ‘

. 7 . ;
. . . i ! i * Acumulaciondeiones, solutos |
| » Na*compartimentacion ! ! t S i
b « Nareabsorcisn | ocompuestos organicos

Recuperacion y adaptacion

Figura 4: Efectos del estrés producido por la salinidad y la respuesta de las plantas
ante dicha condicién. Esquema modificado de Munns y Tester, 2008.

El ajuste osmotico permite a las plantas adaptarse a las situaciones de estrés
osmotico producido por la sequia o la salinidad. Bajo estrés osmotico, las plantas
acumulan solutos osmoéticamente compatibles para disminuir el potencial osmotico
y mantener la turgencia celular y los procesos fisiologicos, lo que permite el
movimiento del agua desde las raices al interior de la célula. (Gebre y col., 1994;
Turner, 2018).

En las plantas hay dos tipos de osmolitos que median el ajuste osmotico: los
solutos organicos, como la sacarosa, los polioles, la glicina betaina y la prolina y,
por otro lado, los iones inorganicos, como K*, Ca*, Na*, Mg?* y Cl- (Chen y Jiang,
2010). Cabe destacar que la sintesis de osmolitos organicos consume una cantidad

considerable de energia en las plantas (Bai y col., 2019), y su acumulacion y
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translocacion masivas interfieren y reorientan los procesos metabdlicos de las
plantas para, posteriormente, interrumpir el crecimiento y reducir su
productividad (Sun y col., 2015).

La absorcion y la consecuente acumulacion masiva de iones de Cl- y Na* en
concentraciones toxicas causada por la salinidad produce el llamado “efecto
especifico”, que causa desequilibrios idnicos en las células. La acumulacion de los
iones Cl" y Na* produce un desequilibrio nutricional, vinculado a la menor
absorcion de iones esenciales para el crecimiento y el desarrollo de las plantas
(Yokoi y col., 2002). La homeostasis celular permite que las células acumulen una
elevada concentracion de iones esenciales como K* y Ca?, pero, debido al
antagonismo entre el Na*y el K*, el equilibro entre estos dos iones es esencial en la
célula para mantener las distintas funciones celulares (Munns, 2005). La salinidad
y la elevada concentracion de Na* en la solucién externa disminuye las
concentraciones de K* y Ca?en los tejidos (Hu y Schmidhalter, 1997), por lo que las
plantas han desarrollado diferentes mecanismos fisiolégicos, metabdlicos y
moleculares para contrarrestar los efectos que produce la absorcion y acumulacion

de Na+. Estos mecanismos son descritos mas adelante.

1.5.2. Alta temperatura

En los préximos anos, se espera que el incremento de temperatura debido al
cambio climatico afecte a las plantas silvestres y a las especies cultivadas (Balfagon
y col.,, 2019), lo que podria tener consecuencias devastadoras para produccion y
calidad de los alimentos, la conservacién de la agricultura y el riego de los cultivos
(IPCC, 2019). El incremento en las temperaturas estacionales también tendra un
gran impacto en la economia del sector y en la seguridad alimentaria, ya que podria
convertirse en una situacion prolongada en el tiempo para la que todavia no hay
suficiente adaptacion. El futuro de la agricultura sera desalentador en regiones
calidas, a no ser que se realicen importantes inversiones en desarrollar variedades
de cultivos que sean tolerantes a la alta temperatura y al consecuente estrés hidrico
(Battisti y Naylor, 2009).

La temperatura 6ptima del cultivo del tomate esta en el rango de 25°C a 30°C
durante el dia y en el rango de 18°C-20°C durante la noche (Camejo y col., 2005). El
cultivo en condiciones de temperatura por encima de la dptima puede producir
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efectos adversos en el crecimiento de las plantas (Sato y col., 2000; Zhang y col.,
2014), deteriorando el funcionamiento del fotosistema II (PSII) y reduciendo el
contenido total de clorofilas, lo que acaba afectando a la produccion final y al
rendimiento de las plantas (Lesk y col., 2016; Prasch y Sonnewald, 2015). Ademas
de los cambios fisiologicos, el estrés por alta temperatura provoca también cambios

a nivel, bioquimico y molecular (Tiroli-Cepeda y Ramos, 2010).

El estrés por alta temperatura suele ir ligado al estrés por déficit hidrico, por
lo que, bajo esas condiciones, la planta responde cerrando los estomas para intentar
mantener su estado hidrico (Wahid y col., 2007), lo que reducira la cantidad de CO:
disponible. Esto induce un descenso en la relacion CO2/O: en los cloroplastos, lo
puede afectar a la eficiencia del aparato fotosintético, ya que es un proceso sensible
a las altas temperaturas (Wise y col., 2004). Recientemente, se ha demostrado que
las plantas mas tolerantes a las altas temperaturas mantienen tanto la fotosintesis
neta como la conductancia estomatica en valores mas altos que las que las menos
tolerantes, lo que puede ser una medida determinante de seleccion de especies

tolerantes y mejorar asi la produccion de los cultivos (Poudyal y col., 2019).

Como organismos sésiles, las plantas han desarrollado sistemas complejos y
diversos para hacer frente al estrés producido por la alta temperatura (Ohama y
col., 2017) como la acumulaciéon de compuestos osmoprotectores (Rivero y col.,
2001), el aumento en la eficacia del intercambio gaseoso (Rashid y col., 2018) o la
activacion de cascadas enzimaticas y transcripcionales encargadas de senalizar y
activar otros mecanismos de tolerancia celulares, como la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), cuyos componentes de senalizacidon todavia siguen

siendo en gran parte desconocidos (Ohama y col., 2017).

1.5.3. Combinacion de estreses

Debido al cambio climatico, los cultivos se enfrentan a las crecientes
amenazas de multiples estreses abioticos, por lo que los estudios basados en la
respuesta de las plantas a la combinacion de estreses cada vez son mas relevantes
(Baral, 2019). Aunque no han sido profundamente estudiados todavia, investigar
los efectos de la combinacidn de estreses es mucho mas interesante que hacerlo de
manera individual, ya que es la condicion de combinacion de estreses la que

realmente se da en los campos de cultivo (Rivero y col., 2014). Ademas, se ha
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demostrado que los efectos observados en plantas sometidas a la combinacion de
varios estreses abidticos no puede deducirse de los efectos que provocan en las
plantas dichos estreses aplicados de forma individual, sino que, estos efectos son

especificos de la combinacidn de esos estreses (Mittler y Blumwald, 2010).

El estrés combinado puede afectar de manera diferente a las plantas
dependiendo del estado de desarrollo en el que se encuentren. La germinacion, el
crecimiento vegetativo, la floracién o la reproduccion pueden ser afectadas de
manera diferente ante el mismo estrés, y, ademas, puede afectar también de manera

diferente a los distintos tejidos que componen la planta (Rivero y col., 2019).

Desafortunadamente, en zonas semidridas como el sureste peninsular, las
condiciones ambientales tales como la salinidad (aguas de baja calidad para el riego
y suelos salinizados) y las altas temperaturas, afectan negativamente a la
produccion agricola, y reducen estos beneficios econémicos considerablemente, ya
que producen un impacto negativo en el desarrollo de la planta. Estas condiciones
ambientales suelen actuar conjuntamente, y pueden dar lugar a devastadoras
pérdidas econdmicas en la agricultura mundial (Rivero y col., 2014). Esas pérdidas,
sumadas a las predicciones climaticas previstas por el IPCC (2012) (Intenational
Panel for Climate Change) para dentro de 50-80 afos, que indican un
empeoramiento de las condiciones de estrés actuales y un importante aumento de
la poblaciéon mundial, hacen urgente la necesidad de obtener cultivos con mayor

tolerancia a condiciones de estrés abiotico.

Las diferentes condiciones de estrés medioambiental dan lugar a una
reduccion del crecimiento y de la produccion de las plantas, debido,
fundamentalmente, a una importante inhibicién de la actividad fotosintética. El
exceso de electrones generado por esta reduccion en la fotosintesis reaccionan con
el oxigeno molecular dando lugar a la sobreproduccion de ROS (Miller y col., 2008).
Esta produccién excesiva de ROS da lugar a multiples disfunciones celulares como
son una inhibicion de las enzimas y una alteracion de la eficiencia de reacciones
enzimadticas dentro de la célula (Laluk y col, 2011) que participan en el
metabolismo y afectan a la estabilidad de proteinas, membranas, especies de RNA

y el citoesqueleto (Lugan y col., 2010; Peleg y col., 2011; Shulaev y col., 2008).

Por otro lado, las plantas tienen multiples mecanismos de respuesta

fisiologicos, metabdlicos y moleculares ante los estreses de salinidad y
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temperatura, que se integran entre si para producir una respuesta final especifica
que haga que la planta se aclimate al medio que le rodea. Estos mecanismos son,
entre otros, la regulacion del potencial osmoético mediante la acumulacion de
solutos organicos denominados osmolitos o la alteracion de genes que participen
en la respuesta al estrés (Rivero y col., 2013). Como se indicé anteriormente, la
investigacion sobre la combinacion de estrés debe centrarse en las combinaciones
de estrés mas relevantes para una region en particular, lo que permitird a las
plantas cultivadas en dichas zonas producir el mayor rendimiento posible mientras

completa su ciclo de cultivo (Rivero y col., 2019).

1.6. RESPUESTA FISIOLOGICA

1.6.1. Nutricion

El crecimiento y el metabolismo de las plantas también dependen del estado
nutricional de las mismas, donde el potasio (K*) y el calcio (Ca?*) juegan un papel
fundamental. La mayoria de los procesos bioquimicos y fisioldgicos, como la
sintesis de proteinas, la regulacion de los estomas de las plantas, el uso del agua, el
control del equilibrio idnico, la activacién de enzimas y muchos otros procesos, se
ven afectados por la concentracion de K, la cual contribuye positivamente a la
supervivencia de las plantas expuestas a los distintos estreses abidticos (Nieves-
Cordones y col., 2019). Como se ha mencionado anteriormente, en plantas
sometidas a estrés por salinidad, y debido al antagonismo entre el Na* y el K, es
comun encontrar una deficiencia de K* (Qu y col., 2012; Shabala y Cuin, 2008), lo
que puede llevar a la formacion y acumulacion de ROS y al consecuente dafio
celular (Gong y col., 2011). Ademas del K*, también se ha demostrado que el Ca*
es esencial para el transporte selectivo de las células vegetales. Un aporte adicional
de Ca* puede contribuir a la integridad de la pared celular y de la membrana
plasmatica, y por lo tanto, puede reducir los efectos negativos de la salinidad en las
plantas (Martinez y Lauchli, 1993). También se ha demostrado que cuando se aplica
Ca?>* de manera externa, la nutricion de K* mejora en plantas crecidas en

condiciones de estrés salino (Bacha y col., 2015).

Se sabe que las ROS, aparte de ser perjudiciales para el metabolismo celular,

juegan un papel fundamental en la sefializacion de la deficiencia nutricional en
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plantas. Asi, la falta de K*, produjo la acumulacién de ROS en Arabidopsis (Bacha
y col,, 2015; Hernandez y col., 2012; Nieves-Cordones y col., 2019) y raices de
tomate. Por lo tanto, es interesante estudiar los efectos beneficiosos de un aumento
en la concentracion de K* y Ca? en la solucion de riego para ver sus efectos sobre
el estrés oxidativo generado por la combinacion de los estreses de salinidad y alta

temperatura.

1.6.2. Homeostasis redox y estrés oxidativo

Tanto el efecto de los estreses abioticos de manera individual como de
manera combinada inducen desequilibrios en la homeostasis de las células debido
a la acumulacion de ROS y de perdxido de hidrégeno (H202) (Kaur y col., 2018). A
pesar de su potencial para causar dafio celular, se ha demostrado que, en
concentraciones no toxicas, el H20: desempena un papel clave en los mecanismos
de transduccion de sefales, que a su vez activan respuestas de defensa a diversos

factores estresantes (Zheng y col., 2018).

Para eliminar el exceso de ROS y mantener la homeostasis redox celular, las
plantas tienen un sistema de defensa antioxidante bien integrado que consta de
compuestos antioxidantes (como el ascorbato, glutation, B-caroteno, etc.), y
enzimas antioxidantes (como la superdxido dismutasa, SOD, catalasa, CAT, y
aquellas involucrados en el ciclo de ascorbato-glutatiéon) (Ahmad y col., 2018).
Cuando dos 0 mas estreses abidticos confluyen, éstos pueden dar lugar al llamado
estrés oxidativo, el cual es la consecuencia de una sobreproduccién y acumulacion
en las células vegetales de ROS inducida por el exceso de electrones generados en
los fotosistemas debido a su malfuncionamineto o dafio por esos estreses abioticos.
Este exceso de electrones reaccionan con el oxigeno molecuar dando lugar a el
anion superoxido (Oz-) e hidroxilo (OH), dos de las ROS mas toxicas conocdas por

los dafos que generan a las membranas y DNA celular (Miller y col., 2010).

Bajo condiciones Optimas, las enzimas y compuestos antioxidantes estan
estrictamente regulados para lograr una alta eficiencia en la detoxifciacion de las
ROS. Sin embargo, los estreses abidticos también causan la inhibicion de estas
enzimas a nivel transcripcional y postranscripcional, asi como modificaciones
postraduccionales en las mismas que inhabilitan su funcién, lo que se traduce en

una disminucién de la eficacia de la detoxificacién y, por lo tanto, una sobre-
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acumulacion de ROS y un dano perjudicial, irreversible en muchos casos, a las
células (Kaur y col., 2018).

Especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species, ROS)

Las ROS, derivados de oxigeno parcialmente reducidos o activados, son
altamente reactivas y toxicas para el entorno celular y pueden conducir a la

destruccion oxidativa de la célula (Figura 5) (Garg y Manchanda, 2009).
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Figura 5: Ruta de las especies reactivas del oxigeno.

La produccion de ROS aumenta cuando las plantas estdn expuestas a
diferentes tipos de estrés. El principal efecto toxico del radical superdxido Oz~ y el
H20O: reside en su capacidad para iniciar reacciones en cascada que dan como
resultado la produccion del radical hidroxilo y otras especies destructivas como el
oxigeno singlete ('Oz2) y el radical hidroxilo (HO®), que son altamente tdxicos y
reactivos y causan un dafo celular considerable a través de la oxidacion de lipidos,
proteinas y ADN (Pitzschke y col., 2006).

Las ROS han demostrado ser altamente tdxicas cuando son acumuladas en
las células, pero también funcionan como moléculas de sefalizacion de numerosos
e importantes procesos bioldgicos cuando estas concentraciones son controladas
por las enzimas y compuestos antioxidantes. Asi, intervienen en los procesos de
sefializacion implicados en el crecimiento celular, la homeostasis hormonal y la

respuesta al estrés.
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Las vias que regulan la homeostasis de las ROS son cruciales para mitigar su
toxicidad, ya que son mecanismos altamente especificos que forma la base de la
eliminacion de radicales oxidativos y regulan finamente los sistemas de
sefalizacion de las ROS (D'Autreaux y Toledano, 2007). Ademas, desencadenan la
activacion de factores de transcripcion que facilitan a las plantas mantener un nivel
basal de ROS en el cloroplasto y en la mitocondria bajo condiciones estresantes,
sitios donde la produccién de oxigeno es mas alta y, por lo tanto, mas sensibles a la

sobreproduccion de estas ROS (Saini y col., 2018).

La acumulaciéon descontrolada de ROS por la presencia de condiciones
estresantes reduce la produccion en la mayoria de los cultivos, y, en muchos casos,
termina con la muerte prematura de la planta (Foyer y Noctor, 2005). La alta
temperatura afecta a la estabilidad de proteinas, membranas, especies de ARN y a
la estructura del citoesqueleto, lo que provoca un estado de desequilibro
metabolico que puede causar la acumulaciéon de subproductos toxicos para la
célula, como las ROS (Mittler y col., 2012). La salinidad, aparte de causar los
denominados estreses osmotico e idnico descritos anteriormente, también altera el
balance idnico celular provocando una sobreproduccién de ROS, lo que causa el
descenso del crecimiento vegetal, la deficiencia de minerales y el desajuste de los
parametros fotosintéticos de la planta (Dugasa y col., 2019). Durante condiciones
Optimas de crecimiento, el equilibrio entre la formaciéon de ROS y su consumo esta
controlado por el sistema antioxidante de las plantas (Ahmed y col., 2013), por lo
que en condiciones de estrés abidtico, las plantas que presentan mayor actividad
de las enzimas antioxidantes, han demostrado ser mas resistentes al dafio oxidativo
(Gapinska y col., 2008; Silva y col., 2013).

Peroxidacion lipidica

Bajo condiciones de estrés, la acumulacion de H20O: inducida, primeramente,
por una activacidon de la enzima SOD que detoxifica las especies O2- a H202, y
posteriormente por una previa inhibicion de las principales enzimas implicadas en
su detoxificacién (CAT, POD vy las enzimas del ciclo AsA-GSH) en las células
provoca la peroxidacion de los lipidos de las membranas, tanto de la membrana
plasmatica, como de las membranas que envuelven a los distintos organulos
celulares. Este proceso es considerado como el mas perjudicial que se conoce en un

organismo vivo, ya que conlleva inevitablemente a la muerte celular. La
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peroxidacion lipidica (Figura 6) es una reaccion en cadena que se inicia cuando los
radicales libres reaccionan con los acidos grasos insaturados de las membranas
celulares (Fam y Morrow, 2003). A nivel global, la peroxidacion lipidica causa una
incremento en la fluidez de la membrana de la célula y en su porosidad, un
incremento en el paso de sustancias a través de la membrana que en condiciones
normales no la atravesarian y dafios en las proteinas de membrana, lo que conlleva

a la inactivacion de receptores, enzimas y canales ionicos (Gill y Tuteja, 2010).

Este es un proceso que implica la formacién y propagaciéon de radicales
lipidicos, la captaciéon de oxigeno, un reordenamiento de los dobles enlaces en los
lipidos insaturados y la destruccién final de los lipidos de la membrana,
produciendo una variedad de productos de degradacion, incluidos alcoholes,

cetonas, aldehidos y éteres. (Buege y Aust, 1978).
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Figura 6: Reaccidn en cadena de la peroxidacion lipidica.

Uno de esos productos de degradacion es el manoldialdehido (MDA), el cual
es capaz de reaccionar con el &cido tiobarbiturico (TBARS) produciendo
compuestos coloreados, por lo que analizar la concentracion total de MDA sera una
manera de medir el dafio a las membranas celulares causado por el estrés oxidativo

(Davis y Swanson, 2001). La peroxidacion lipidica esta asociada con el dafo celular
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causado por diversas condiciones de estrés ambiental (Huang y col., 2009). La
sequia y la salinidad inducen la acumulacion de H20: con el consiguiente aumento
de la peroxidacion de los lipidos, lo que provoca la inestabilidad de la membrana
y la muerte celular junto a una reduccion significativa de la biomasa vegetal (Nxele
y col, 2017). El estrés por alta temperatura también produce dafios en las
membranas celulares de las plantas debido a la accion de la peroxidacion lipidica,

especialmente en plantas que son mas sensibles a dicho estrés. (Xu y col., 2006)

Como la peroxidacion lipidica es el sintoma mas atribuido al dafio celular, a
menudo se usa como un marcador del estrés oxidativo en las plantas (Hernandez
y col.,, 2000; Khan y Panda, 2008). Babu y Devaraj (2008) demostraron que el
contenido de MDA aumentaba en plantas que crecian bajo condiciones salinas, por
lo que las plantas que mostraban un mejor crecimiento bajo dichas condiciones
presentaban menor contenido de MDA, lo que indica que la tolerancia a la sal esta
relacionada con una peroxidacion lipidica menos activa (Taibi y col., 2016; Torun,
2019). Torun (2019) también demostrd recientemente que los niveles mas bajos de
peroxidacion lipidica en la raiz sugieren una mejor proteccion contra el dafio
oxidativo causado por los estreses combinados de salinidad, sequia y alta
temperatura, ya que las raices que obtenian mejor crecimiento, presentaban un

sistema antioxidante mas eficiente.

Por otro lado, se ha demostrado que la aplicacion externa de ciertos
compuestos con funcion antioxidante puede reducir la peroxidacién de los lipidos
de membrana y, de esta manera, el dafio oxidativo. Asi, nuestro grupo demostrd
que una aplicacién exdgena de melatonina en las plantas de tomate reduce el estrés
oxidativo y la peroxidacion lipidica causados por la combinacion de los estreses de
salinidad y alta temperatura (Martinez y col., 2018). En otro estudio, la aplicacién
externa de nanoparticulas de ZnO en cilantro increment¢ la fotosintesis y redujo la
peroxidacion lipidica (Pullagurala y col., 2018). La aplicacion, también externa, de
acido alfalipoico indujo el sistema antioxidante y mejord la peroxidacion lipidica
(Terzi y col., 2018). Evitar el dafio celular causado por la peroxidacion lipidica es

un campo de estudio muy actual.



CAPITULO I: INTRODUCCION 63

1.6.3. Sistema antioxidante

Como se ha mencionado anteriormente, el estrés abiotico provoca estrés
oxidativo en las células de la planta, lo que conduce a la generacion de ROS, a la
peroxidacion lipidica y al consecuente dafno celular (Asada, 2006). Durante las
condiciones ideales de crecimiento, el sistema antioxidante de la planta controla
firmemente la produccion y utilizacion de ROS (Hameed y col., 2013), lo que reduce
considerablemente el dafio oxidativo gracias a la accion de las enzimas que

participan en dicho sistema (Figura 7) (Gapinska y col., 2008).
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Figura 7: Esquema de las enzimas implicadas en el metabolismo oxidativo de la
planta.

Las células han desarrollado un elaborado sistema de antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos que ayudan a mantener una baja concentracion
celular de las ROS generados localmente. Diversos sistemas de proteccion
incorporan antioxidantes de bajo peso molecular como carotenoides, ascorbato y
glutation y, adicionalmente, enzimas detoxificadoras de ROS, como la superdxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX), peroxidasa (POD)
y glutation reductasa (GR) (Dugasa y col., 2019).

En este sentido, la SOD representa la primera linea de defensa celular
detoxificando el radical superoxido en H2O2 (Monk y col., 1989). Sin embargo, este
HxO: sigue siendo tdéxico para las células cuando se acumula en altas

concentraciones, por lo que en su detoxificacion intervienen diferentes enzimas,
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entre las que destacan la CAT o POD, mencionadas anteriormente (Ighodaro y
Akinloye, 2018) o las enzimas pertenecientes al ciclo AsA-GSH. El ciclo AsA-GSH
esta integrado por las enzimas ascorbato peroxidasa (APX), dehidro y
monodehidro ascorbato reductasa (DHAR, MDHAR) y glutation reductasa (GR).
Todas ellas se articulan en una cascada de oxidacion/reduccion de los antioxidantes
ascorbato y glutation (Figura 7), cuyo tnico y ultimo fin es la detoxificacion del
H20: en distintas organelas, como las mitocondrias, los cloroplastos y el citosol
(Jimenez y col., 1997; Zhang y col., 2000)

Al determinar el papel de varios antioxidantes en la tolerancia a la salinidad
en plantas de tomate, se correlaciond una mayor tolerancia a dicho estrés con el
aumento de las actividades de SOD (superdxido dismutasa), APX (ascorbato
peroxidasa) y POD (guiacol peroxidasa) (Mittova y col., 2002). Por otro lado, la
tolerancia al estrés producido por la alta temperatura también se relacion6 con un
aumento de actividad de dichas enzimas (Wang y Li, 2006), por lo que la resistencia
de las plantas a estreses abidticos estd muy relacionada con la mejora de la

actividad del sistema antioxidante.

Para contrarrestar también el dafo celular, las plantas acumulan
osmoprotectores, como betainas, azticares no estructurales y aminodcidos, como la
prolina, asi como diferentes acidos fendlicos con capacidad antioxidante (Delauney
y Verma, 1993; Stoop y col., 1996). El acido ascorbico (vitamina C), los tocoferoles
y los carotenoides también desempefian un papel fundamental dentro del sistema
antioxidante celular no enzimatico (Ahmad y col., 2010). Se ha demostrado que la
glicinabetaina y la prolina juegan un papel adaptativo en la mediacion del ajuste
osmotico y la proteccion de las estructuras subcelulares en plantas cultivadas bajo
estrés salino (Garg y col.,, 2010; Hsu y col., 2003; Yang y col., 2003), y, de igual
manera, la acumulacion de trehalosa aumenta la tolerancia al estrés producido por

las altas temperaturas (Muller y col., 1995).

No obstante, los mecanismos de tolerancia de las plantas a distintos estreses
como la salinidad y la alta temperatura son complejos, ya que, en muchos casos,
estos varian, no solo entre especies, sino también entre cultivos dentro de una

misma especie (Ashraf, 2002).
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1.7. RESPUESTA AGRONOMICA

El cultivo del tomate ha evolucionado en los tltimos afos en las zonas de
produccion, pasando de ser un cultivo manual a un cultivo mas tecnificado. El
cultivo sin suelo en invernadero se ha incrementado en zonas como el suroeste
espanol, ya que estos sistemas permiten que la nutricion y el riego de las plantas se
controle de forma mas eficiente (Rodriguez y col., 2014), ademas de reducir la
incidencia de problemas patologicos, el consumo de agua y la contaminacion de
suelos producida por los nitratos y pesticidas (Putra y Yuliando, 2015). Numerosos
estudios han demostrado que el rendimiento del cultivo y la calidad del fruto estan
condicionados por factores agrondmicos como el sistema de produccion
(Urrestarazu, 2013), el riego (De Pascale y col., 2001) y la nutricién (Warner y col.,
2004), por lo que es de vital importancia dilucidar también como afecta la

combinacidn de los estreses de salinidad y alta temperatura a los frutos de tomate.

1.7.1. Calidad del fruto

La produccion agricola de vegetales frescos en invernadero ofrece mejores
parametros de calidad respecto a las que se realizan en campo abierto, debido a que
los cultivos no estan tan expuestos a las condiciones climéaticas adversas (Gruda,
2005). El tomate es moderadamente sensible a la salinidad, ya que puede tolerar
hasta 2,5 dS/m de conductividad eléctrica en el agua de riego para que se produzca
un impacto negativo en su rendimiento (Rosadi y col., 2014). No obstante, las
plantas de tomate que tienen un mejor rendimiento presentan menor concentraciéon
de CI' y Na* en las hojas, y los frutos de la variedad S. lycopersicum cerasiforme son
menos sensibles a la salinidad que los frutos de S. lycopersicum actual (Caro y col.,
1991). Por otro lado, la temperatura constantemente elevada produce una
maduracién mas rapida de los frutos, lo que ocasiona pérdidas de hasta el 50% en
el rendimiento de los cultivos (Metwali y col., 2015) y una reduccién de la vida til
de la fruta (Lara y col., 2009).

Aunque la maduracién es un proceso genéticamente programado que
culmina en cambios en el color, la textura y el sabor de los frutos (Giovanelli y col.,
1999), se ha demostrado que la composicion quimica del tomate, y por consiguiente
su calidad, puede variar en funcién del tipo de cultivo y de las condiciones
ambientales en las que crecen las plantas (Thompson y col., 2000). Los tomates son
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frutos climatéricos, y su maduracién estd acompanada por cambios en sus
propiedades fisicas, quimicas y organolépticas. Durante este proceso se degrada la
clorofila y se sintetizan carotenoides como el licopeno y el f-caroteno, giberelinas,
quinonas y esteroles (Fraser y col., 1994). Con la maduracion, el fruto pierde
firmeza debido a la degradacion de la pared celular y a la solubilizaciéon de las
pectinas (Marin-Rodriguez y col., 2002).

La calidad del tomate engloba multiples rasgos que son de mayor o menor
importancia dependiendo del publico interesado. Asi, la calidad comercial se basa,
principalmente, en el atractivo externo del tomate, como su forma, color, tamano,
firmeza y vita util. La calidad organoléptica, en cambio, ademas de los rasgos
fisicos mencionados, también depende de rasgos quimicos como la acidez y el
contenido en aztcares (Gao y col., 2019) que determinan su sabor general (Bertin y
Genard, 2018) .

Como se ha mencionado con anterioridad (Tabla 3), el fruto del tomate
contiene azucares reductores como fructosa, glucosa y sacarosa, que constituyen
hasta el 65% de los solidos solubles totales. Los acidos presentes en el fruto son el
acido citrico, el acido malico y el 4cido ascorbico (vitamina C) (Davies y Hobson,
1981). Ademas, los frutos también contienen carotenoides como el licopeno,
responsable del color, y compuestos volatiles, como el henexil butirato (HB),
responsable del aroma del tomate (Wang y col., 2016). El sabor del fruto depende
en gran medida de la interaccion de los solidos solubles y los acidos orgéanicos que
haya en su composicion. En general, el buen sabor del tomate se relaciona con un
contenido alto de aztcares y 4dcidos orgéanicos, ya que el desequilibrio entre estos

dos factores produce frutos insipidos o demasiado acidos (Tieman y col., 2017).

Poco se conoce sobre el efecto de los estreses combinados de salinidad y alta
temperatura en los pardmetros de calidad del fruto de tomate, por lo que su estudio
es fundamental para mejorar el tanto el rendimiento como la calidad de las futuras

cosechas.
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II. JUSTIFICACION

Las pérdidas econdmicas generadas en la agricultura debido a los estreses
abidticos estan estimadas entre 14-19 mil millones de euros anuales. Las
predicciones actuales referentes al cambio climéatico indican un incremento en las
temperaturas y una importante reduccion de la calidad de las aguas de riego, que,
junto con las estimaciones en el incremento de la poblacion mundial, hacen urgente
la necesidad de buscar alternativas en la generacion de cultivos con una mayor

tolerancia a los distintos estreses abidticos.

Tradicionalmente, los estudios sobre la respuesta de las plantas sometidas a
estrés se han realizado aplicando estreses simples, sin embargo, este tipo de analisis
no refleja las condiciones reales que se dan en el campo, donde los cultivos tienen
que hacer frente a la combinacién mas estreses. Se ha demostrado que la respuesta
de las plantas de tomate a la combinacién de salinidad y alta temperatura es
especifica, y no puede ser deducida de la respuesta de las plantas cuando los

estreses se plican por separado.

Asi, la hipoétesis principal que se plantea en este estudio es que la
identificacion de los procesos metabdlicos y fisiologicos que intervienen en la
tolerancia a la combinacién de salinidad y alta temperatura permitird establecer
criterios para mejorar y obtener variedades mas tolerantes a la combinacion de
estreses abioticos. Para ello, primero se investigard si un aumento en la
concentracion de potasio (K*) y calcio (Ca?*) en la solucién nutritiva puede tener un
efecto positivo en la mejora del estrés oxidativo que ocurre bajo la combinacion de
salinidad y alta temperatura en el tomate. Y, por otro lado, también se hard una
seleccion de distintas lineas de tomate de una poblacion de lineas recombinantes
(RILs) que difieran en su tolerancia a la combinacién de salinidad y alta
temperatura, y en ellas se estudiaran pardmetros tanto fisioldgicos como
agrondmicos, utilizando técnicas e instrumentacion de ultima generacion, con el
fin de establecer relaciones entre la tolerancia a la combinacién de estreses y los

procesos implicados.
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III. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO PRINCIPAL

El objetivo general de este proyecto es la identificacion de mecanismos
fisiologicos, bioquimicos y moleculares implicados en la tolerancia de las
plantas de tomate a la combinacion de salinidad y altas temperaturas
mediante el uso de plantas de tomate comerciales y lineas recombinantes de

tomate sensibles y tolerantes a dichas condiciones.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudio del efecto de la nutricion vegetal sobre la respuesta
antioxidante de las plantas de tomate a la combinacién de salinidad y altas
temperaturas.

2. Screening y seleccion de RILs de tomate segin su tolerancia a la
combinacion de salinidad y alta temperatura.

3. Caracterizacion  fisiologica de las lineas recombinantes
seleccionadas bajo condiciones de combinacién de salinidad y alta temperatura

4. Diferencias en la respuesta agrondmica, en condiciones comerciales

de cultivo, de la tolerancia a la combinacidn de estreses abidticos y de los procesos

mas importantes relacionados con ésta e identificados en los objetivos anteriores.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIAL VEGETAL

El experimento realizado en el capitulo 1 fue llevado a cabo con plantas de
Solanum lycopersicum L. variedad “boludo”, que fueron ofrecidas por Monsanto
(Torre Pacheco, Murcia, Espana). Esta variedad comercial fue seleccionada para
este experimento debido a que es muy apreciada por el consumidor, ya que tiene
un calibre uniforme, buena firmeza, forma y color y un periodo amplio de

postcosecha.

Los experimentos de los capitulos 2,3 y 4 se llevaron a cabo con el material
vegetal tnico disponible en base a un acuerdo entre CEBAS-CSIC con el “The
World Vegetable Center” (AVRDC). Se traté6 de una poblacién de Solanum
lycopersicum L. proveniente del cruce entre Solanum lycopersicum L. CLN2498E x S.
pimpinellifolium L. LA1579. El motivo de utilizar una poblacién de lineas
recombinantes isogénicas (RILs) de tomate es el que, al poseer cada una de las
lineas recombinantes obtenidas del entrecruzamiento una combinacion genética de
los parentales tinica, la respuesta de tolerancia a la combinacion de salinidad y altas
temperaturas (heredada del progenitor silvestre tolerante S. pimpinellifolium L.),
también es Unicas y diferente, lo que las hace muy interesantes desde el punto de
vista de identificacion de los distintos mecanismos de tolerancia a la combinaciéon

de estos estreses abidticos.

4.2. MATERIAL VEGETAL

4.2.1. Descripcion de los invernaderos

Los experimentos fueron realizados en dos invernaderos (Imagen 2) situados
en la finca experimental “Tres Caminos” del Centro de Edafologia y Biologia
aplicada del Segura (CEBAS-CSIC), situada en la matanza, en el municipio de

Santomera (Murcia).
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Estos invernaderos consistian en dos modulos independientes y
automatizados. Cada modulo tenia 462,5 m?, estaban construidos en policarbonato

y disponian de doble capilla y ventilacion cenital en mariposa.

Imagen 2: Fotografia de los invernaderos en la finca experimental “Tres Caminos”.

Para el control de los diferentes pardmetros de temperatura, humedad,
ventilacion y radiacidn, los distintos mddulos disponian de varios dispositivos
como sistema de ventilacion cenital, pantalla de sombreo, sistema de
humidificacion y de refrigeracion. Ambos invernaderos incluian, ademas, un
sistema de sensores de radiacion, de temperatura y de humedad relativa colocados
a una altura de 1,5 m.

4.2.2. Descripcion de las cdmaras de cultivo

Para los experimentos que se realizaron en camara de cultivo se utilizaron
dos camaras (Imagen 3) situadas en la finca experimental anteriormente descrita
(misma donde estaban situados los invernaderos), las cuales tenian unas
condiciones de luz de 500 umol m? s, un fotoperiodo de 16/8 h dia/noche, una
humedad del 60-65% y una temperatura de 25°C.
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s » :
Imagen 3: Detalle de una de las camaras de cultivo durante la realizacién de los

experimentos.

Las dos cdmaras de cultivo usadas eran idénticas, y las condiciones de luz,
fotoperiodo y humedad eran controladas de manera independiente desde un

programa informatico.

4.3. SOLUCION NUTRITIVA

La concentracion de nutrientes de la solucion nutritiva Hoagland utilizada
durante todos los experimentos se recoge en la Tabla 5 y Tabla 6. La solucién
nutritiva fue administrada durante la realizacién de los experimentos ajustando la

dosis al estado de desarrollo en el que se encontraban las plantas.
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Tabla 5: Concentracion de sales y macronutrientes utilizadas para la preparacion

de la solucion nutritiva.

Compuesto Solucion madre Solucion de trabajo
PM  Concentracién PIS' Elemento Concentraaon
final final
g/mol M (g/L) (ml/L) mMe ppm
KNO:s 101,10 1,00 101,10 6,0 N 14 195
Ca(NO:s)2.4H0 236,16 1,00 236,16 4,0 K 7 273
KH2POs 136,09 1,00 136,09 1,0 Ca 4 160
MgS04.7H20 246,49 1,00 246,49 1,0 P 1 31
S 1 32
Mg 1 24

Tabla 6: Concentracion de sales y micronutrientes utilizadas para la preparacion de

la solucién nutritiva.

Compuesto Solucién madre Solucion de trabajo

PM Concentracion PIS' Elemento C;oncentraC10n

final final

g/mol mM (g/L) (ml/L) uM ppm
KCl 74,55 50,0 3,728 1,0 Cl 50,0 1,77
HsBOs 61,84 250 1,546 1,0 B 25,0 0,27
MnSO4.H:20 169,01 2,0 0,338 1,0 Mn 2,0 0,11
ZnS0O+.7H0 287,55 2,0 0,575 1,0 Zn 2,0 0,13
CuS0:.5H0 249,71 0,5 0,125 1,0 Cu 0,5 0,03
(NH4)sMo07024.4H-0O 1235,86 0,5 0,620 1,0 Mo 0,5 0,05
Fe-EDTA 18,60 1,0 Fe 20,0 1,12
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4.4. EXPERIMENTOS

4.4.1. Experimento 1: Optimizacion de la nutricion para aumentar la tolerancia
a la combinacidn de estreses abiéticos

Ensayo preliminar

Antes de llevar a cabo el experimento principal, se hizo un experimento
preliminar con el fin de establecer las concentraciones de K* y Ca?" afadidas a la
solucion nutritiva que podrian causar un efecto positivo en el crecimiento de las
plantas bajo condiciones de estrés combinado, y, mds especificamente, bajo
condiciones de salinidad y alta temperatura. Para ello, plantas de tomate (Solanum
lycopersicum cv. Boludo) fueron germinadas en vermiculita en cdmara de cultivo
bajo condiciones controladas y 6ptimas de luz (400 umol m-s), fotoperiodo (16/8
h dia/noche), humedad (60-65%) y temperatura (25°C). Estos pardmetros se
mantuvieron constantes, y cada 2 dias se les aplico solucion %2 Hoagland
(modificada a la mitad de nutrientes) sumergiendo la base del semillero en la
solucién nutritiva. Cuando las plantas alcanzaron una altura de unos 10 cm, un
total de 96 plantas se trasplantaron a cultivo hidropénico en cubos de 20 L,
disponiendo 2 plantas por cubo, los cuales contenian la soluciéon nutritiva
Hoagland completa bajo una aireacion continua. Las plantas crecieron bajo las
condiciones dptimas anteriormente descritas durante 10 dias, con el fin de que se

adaptaran al sistema.

Después de esos 10 dias, la mitad de las plantas (un total de 48) fueron
transferidas a otra cdmara de cultivo, que tenia las mismas caracteristicas de luz,
fotoperiodo, y humedad que la anterior, pero donde la temperatura ambiental era

de 35°C. Ese mismo dia se aplicaron los distintos tratamientos que aparecen en la
Tabla 7.
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Tabla 7: Tratamientos aplicados a las plantas de tomate en el experimento
preliminar con el fin de seleccionar el mas significativo para el siguiente experimento. La
concentracion esta expresada en mM.

Camara de cultivo Tratamientos [NaCl] [K-] [Caz]
Control 0 7 4
Salinidad 60 7 4

Camara A (25°C) Salinidad + T1 60 8 4,7
Salinidad + T2 60 9,8 5,6
Salinidad + T3 60 11 6,5
Heat 0 7 4
Salinidad + Temperatura 60 7 4

Camara B (35°C)  Salinidad + Temperatura+T1 60 8 4,7
Salinidad + Temperatura + T2 60 9,8 5,6
Salinidad + Temperatura + T3 60 11 6,5

La solucién nutritiva era renovada en su totalidad cada 3 dias, y el pH era
mantenido entre 5,5-5,7. Las plantas se mantuvieron bajo esas condiciones durante
21 dias, momento en el cual se procedié a su muestreo, separandose hojas, tallos y
raices. Durante esta separacion se procedié a determinar el peso fresco de cada
planta y tratamiento. La mitad de las plantas fueron introducidas en una estufa de
aire forzado a 70°C, y tras 3 dias se procedid a la determinacion del peso seco.
Tomando como base los resultados obtenidos en este experimento preliminar, se
seleccion¢ el tratamiento 2 (T2) como el adecuado para el siguiente experimento,

ya que fue el que mayor biomasa presentd bajo condiciones de estrés.

Ensayo de optimizacioén de la nutricion

Plantas de tomate (S. Iycoersicum cv. Boludo) fueron germinadas bajo las
mismas condiciones descritas en el experimento preliminar. Cuando las plantas
tuvieron una altura de 8-10 cm, un total de 48 plantas se trasplantaron a cubos de
120 litros en un sistema hidroponico en el invernadero, donde los cubos estaban
llenos de solucion nutritiva Hoagland completa y ésta era aireada de forma
constante. Las plantas permanecieron 10 dias bajo condiciones control con el fin de
que se adaptaran al sistema. Después de este tiempo, las plantas fueron divididas

entre dos invernaderos distintos (24 plantas por invernadero), y se comenzaron a
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aplicar los distintos tratamientos de salinidad y temperatura durante 30 dias. En la

siguiente tabla (Tabla 8) se muestran los distintos tratamientos aplicados.

Tabla 8: Tratamientos aplicados a las plantas de tomate en el experimento principal
bajo condiciones de invernadero para las determinaciones fisiologicas, bioquimicas y
moleculares. La concentracion estd expresada en mM.

Invernadero Tratamientos [NaCl] [K-] [Ca?]
Control 0 7 4

Invernadero A (25°C) Salinidad 60 7 4
Salinidad + K/Ca 60 9,8 5,6
Heat 0 7 4

Invernadero B (35°C) Salinidad + Temperatura 60 7 4
Salinidad + K/Ca 60 9,8 5,6

Cubos de 120 L fueron distribuidos aleatoriamente en cada uno de los
invernaderos, hasta obtener con un total de seis plantas por tratamiento. El pH de
la solucién nutritiva se mantuvo entre 5,5 y 5,7 durante todo el experimento
(Imagen 4). Debido a la pérdida de agua desde el cubo al ambiente por traspiracion
de las plantas, los cubos se fueron rellenando cada dos dias, ajustandose el pH y la

conductividad de manera individual.

Para aplicar el tratamiento de temperatura o de combinacidén de temperatura
y salinidad, uno de los invernaderos se programo para que alcanzara un maximo
de 35°C (Invernadero B), mientras que el otro invernadero se mantuvo con una

temperatura de 25°C (para los tratamientos control y salinidad).

Imagen 4: Detalle de las plantas de tomate cultivadas en los cubos de 120 litros
durante la consecucidn del experimento.
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Treinta dias después de empezar los tratamientos, las plantas fueron
cosechadas y divididas en hojas, tallo y raiz para determinar el peso fresco de cada
una de las partes. De la mitad de las plantas, se seleccionaron hojas
correspondientes a la sexta, séptima y octava posicion en el tallo y se sumergieron
en nitrégeno liquido para futuras determinaciones bioquimicas y moleculares. La
otra mitad de las plantas fue guardada en una estufa a 70°C durante 3 dias, con el
fin de determinar el peso seco. Dicho material fue también utilizado para los

analisis de iondmica.

4.4.2. Experimento 2: Seleccion de lineas recombinantes de tomate con
diferente tolerancia a la combinacion de salinidad y alta temperatura

Seleccion de lineas en invernadero

Se llevé a cabo un experimento preliminar con 84 lineas recombinantes (RILs,
de aqui en adelante) con el fin de realizar un screening de tolerancia a la

combinacion de salinidad y alta temperatura.

Las plantas fueron sometidas a dos tratamientos diferenciados en los dos
modulos de invernaderos descritos anteriormente. En uno de los invernaderos
(invernadero A) las condiciones climaticas establecidas fueron las més proximas al
optimo desarrollo de las plantas, por lo que la temperatura del invernadero era de
unos 25°C/20°C dia/noche y una HR del 60-85%. De esta manera, y teniendo en
cuenta las condiciones de cultivo, se llamé al invernadero A el tratamiento
“Control”.

En el otro invernadero (Invernadero B), las plantas fueron sometidas a los
tratamientos de salinidad y temperatura de manera conjunta. La temperatura del
invernadero se fijo en 35°C/30°C dia/noche y una HR del 60-85%, y a las plantas se
les suministraba una solucién nutritiva Hoagland modificada a la que se le afiadié

75 mM de NaCl. A este mddulo se le denomind tratamiento “Combinacion”.

Las semillas fueron germinadas en semilleros con una base de lana de roca
previamente humedecida con agua en la que se colocaron las semillas de las
distintas RILs, las cuales fueron germinadas previamente en cdmara de cultivo con
unas condiciones de luz de 500 pmol m? s, un fotoperiodo de 16/8 h dia/noche,

una humedad del 60-65% y una temperatura de 25°C, tal y como se hizo en los
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anteriores experimentos. Estos parametros se mantuvieron constantes, y cada 2
dias se les aplico solucion %2 Hoagland (modificada a la mitad de nutrientes)

sumergiendo la base del semillero en la solucion.

Las semillas germinaron a los 6 dias desde su siembra. Después de la
germinacion a las plantas se les aplicd solucion Hoagland completa durante 3

semanas, tiempo en el que se realizd el trasplante a los invernaderos antes descritos.

El trasplante se llevd a cabo en sacos de lana de roca de 1,5 m de longitud
previamente humedecidos, y a las plantas se les administré la soluciéon Hoagland
mediante riego por goteo desde su trasplante y durante todo el experimento. Los
sacos estaban dispuestos sobre canales hidroponicos en los dos invernaderos. Tres
plantas de cada linea fueron trasplantadas en cada saco, y la disposicion final de

las plantas en los distintos invernaderos fue la siguiente (Imagen 5):

4y

Imagen 5: Detalle de las plantas en uno de los médulos del invernadero.

Cada linea constaba de 6 repeticiones, por lo que cada mddulo tenia un total
de 504 plantas.

Los tratamientos empezaron a aplicarse unos dias después del trasplante,
cuando las plantas ya habian alcanzado una altura de unos 10cm. Las plantas
estuvieron bajo el efecto de los tratamientos durante 3 semanas y hasta justo hasta
antes del momento de la floracion.
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Tras 21 dias bajo los diferentes tratamientos detallados anteriormente, la
parte aérea de todas las lineas y tratamientos fueron cosechadas y se determino el
peso fresco (PF) y peso seco (PS) de las plantas para calcular el grado de tolerancia

de cada una de las lineas.

Seleccion de lineas en camara de cultivo

De las 84 RILs cultivadas en el experimento anterior, y teniendo en cuenta su
porcentaje de tolerancia a la combinacion de salinidad y alta temperatura, se
seleccionaron 12 lineas con distintos grados de tolerancia con las que se procedi6 a

realizar el siguiente experimento.

Las semillas correspondientes a las 12 lineas seleccionadas fueron
germinadas en bandejas de vermiculita siguiendo los mismos criterios y
parametros del experimento anterior. Cuando las plantulas tuvieron un tamano
medio de 5-8 cm y habian pasado unas 3 semanas desde la germinacion, las plantas
fueron trasplantadas a un sistema de cultivo hidropdnico en cubos opacos de 18L
de capacidad, y éstas fueron introducidas en las cdmaras de cultivo. Se colocaron 3
plantas de cada linea en cada cubo, los cuales estaban totalmente llenos de solucién
Hoagland completa. Ademads, los cubos estaban provistos de un sistema de
aireacion continua con el objetivo de mantener una buena oxigenacion de las raices.
Esta solucion era renovada completamente cada 3 dias, y el pH se mantuvo

diariamente entre 5,5-5,7.

Las plantas fueron crecidas bajo condiciones control durante
aproximadamente una semana, tiempo necesario para que éstas se adaptasen al
sistema y las condiciones reinantes tras su trasplante. Después de este tiempo, la
mitad de las plantas de cada linea fueron transferidas a otra cAmara de cultivo. Asi,
una de las cdmaras, la Cdmara A, tuvo una temperatura fija de 20°C/25°C, 6ptima
para el desarrollo de las plantas, y se les aplicaba una solucién Hoagland completa.
En la otra camara, Camara B, se incrementd la temperatura ambiental a 35°C y
ademas, la solucién nutritiva Hoagland fue modificada afiadiéndole 75 mM de
NaCl (Tabla 9).

La disposicion final de los tratamientos en las cdmaras fue la siguiente:
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Tabla 9: Disposicion de los distintos tratamientos en las camaras de cultivo durante
el experimento 2.

Camara A Camara B

Bandeja A BandejaB  Bandeja A  Bandeja B
Temperatura 25°C 25°C 35°C 35°C
Salinidad 0 mM 0 mM 75 mM 75 mM

A los 15 dias desde que se empezaron a aplicar los tratamientos, las plantas
fueron cosechadas para determinar el peso fresco (PF) y el peso seco (PS) de las
mismas. De los datos obtenidos en relacion a su PF y PS se seleccionaron de nuevo
5 de estas 12 lineas, con distintas tolerancias a la combinacién de salinidad y alta

temperatura para el experimento siguiente (Imagen 6).

Imagen 6: Distintas lineas RILs de tomate cultivadas en la camara de cultivo.

4.4.3. Experimento 3: Respuesta fisiologica de 5 lineas recombinantes
seleccionadas con diferente tolerancia a la combinacion de estreses abioticos

Este experimento fue disefiado con el fin de realizar un estudio mas completo
de las 5 lineas seleccionadas con distintos rangos de tolerancia procedentes del

experimento anterior.
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Las semillas de estas 5 RILs fueron germinadas en semilleros con vermiculita
en la camara de cultivo bajo condiciones Optimas, siguiendo los criterios y
parametros de los experimentos anteriores. A los 10 dias de la germinacion, se
trasplantaron un total de 80 plantulas, 16 plantulas de cada linea, al sistema de
cultivo hidroponico compuesto de cubos de 18 L de capacidad con aireacion
continua. Se dispusieron 2 plantulas por cubo y se dejaron crecer durante 7 dias. La
solucién nutritiva era renovada cada 3 dias manteniendo el pH de la solucién entre

55y57.

A los 7 dias del trasplante se comenzaron a aplicar los tratamientos de
salinidad y temperatura, tanto de manera simple como combinada. De esta manera,
en la cdmara A, se fijaron unas condiciones de luz de 500 pmol m? s, un
fotoperiodo de 16/8 h dia/noche, una humedad del 60-65% y una temperatura de
25°C. A la mitad de las plantas de cada linea (es decir a un total de 4 plantas por
linea) se le aplicé una solucion nutritiva Hoagland con 75 mM de NaCl. De esta
manera, en la cdmara A se situaron los tratamientos Control (25°C + 0 mM NaCl) y
salinidad (25°C + 75 mM NaCl). En la cAmara B, las condiciones de luz, fotoperiodo
y humedad fueron idénticas a las descritas anteriormente para la cAmara A, pero la
temperatura ambiental se incrementd a 35°C. En esta cdmara, la mitad de las
plantas recibieron una solucién nutritiva Hoagland completa y la otra mitad esta
solucién junto con 75 mM NaCl, teniendo en esta cdmara B los tratamientos de alta
temperatura (35°C + 0 mM NaCl) y alta temperatura + salinidad (35°C + 75 mM
NaCl). De manera resumida, los tratamientos aplicados quedaron tal y como se

recoge en la Tabla 10.

Tabla 10: Disposicién de los distintos tratamientos en las cdmaras de cultivo
durante el experimento 3.

Camara A Camara B
Bandeja Bandeja B Bandeja A  Bandeja B
A
Temperatura 25°C 25°C 35°C 35°C
Salinidad 0 mM 75 mM 0 mM 75 mM

Transcurridos 7 dias después del comienzo de los tratamientos, las plantas

fueron cosechadas, separandosela parte aérea (hojas y tallos) del sistema radicular,
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y determinandose el peso fresco (PF) de cada una de las partes. La mitad de las
plantas fueron inmediatamente sumergidas en N liquido para las posteriores
determinaciones bioquimicas y moleculares y la otra mitad fueron introducidas en
una estufa de aire forzado a 70°C durante 3 dias para la determinacion del peso
seco (PS). De este material seco se determino, ademas, el contenido idnico. Durante
el experimento se llevaron a cabo varias determinaciones, como fueron potencial
hidrico y osmoético, parametros fotosintéticos y parametros relacionados con la

fluorescencia de las clorofilas.

4.4.4. Experimento 4: Respuesta agrondmica de lineas de tomate con diferente
tolerancia a la combinacion de estreses

Para este ultimo ensayo se procedi6 a la seleccion de dos lineas
recombinantes del experimento anterior con porcentajes de tolerancia a la
combinacién de salinidad y alta temperatura dispares, es decir, se selecciond la mas

tolerante y la menos tolerante a esas condiciones.

Para llevar a cabo este experimento, las semillas fueron germinadas en
semilleros con una base de lana de roca previamente humedecida con agua,
siguiendo los criterios y las condiciones de los experimentos anteriores. Las
semillas germinaron a los 6 dias desde su siembra, y 3 semanas después se
trasplantaron a sacos de cultivo de lana de roca en el invernadero. El trasplante se
llevé a cabo en canales hidroponicos similares a los del Experimento 1

transplantdandose 3 plantulas de la misma linea en cada saco. (Imagen 7).

Cada linea constaba de 18 repeticiones, por lo que al final se tenian 18 plantas
de cada tratamiento. Los tratamientos empezaron a aplicarse unos 5 dias después
del trasplante, y la salinidad fue aumentando de forma progresiva. El experimento
se llevd a cabo durante 4 meses, hasta que se tuvieron suficientes datos de
produccion y calidad.

Ambas lineas seleccionadas fueron cultivadas en los dos modulos
diferenciados de invernadero anteriormente descritos (Experimento 1). Las plantas
de ambas lineas fueron sometidas a distintos tratamientos de salinidad y
temperatura durante 4 meses. Asi, el mddulo A se fij0 con una temperatura
ambiental de 25°C y a las plantas cultivadas se les administré solucién Hoagland

completa con 15 mM de NaCl. El médulo B se fijo con una temperatura de 35°C y
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las plantas alli crecidas fueron sometidas a diferentes concentraciones de salinidad,
siendo éstas de 15 mM, 60 mM y 120 mM de NaCl que era aplicado junto con la
solucion Hoagland en el riego.

Imagen 7: Las dos lineas seleccionadas para el tltimo experimento.

Al mes de comenzar a aplicar los tratamientos, cuando las plantas atin
estaban en fase vegetativa, se realizé un primer muestreo de plantas con el fin de
determinar el peso fresco de la parte aérea. Después, se secd el material fresco en

una estufa para determinar posteriormente el estado nutricional de las plantas.

Al mes y medio desde que se comenz6 a aplicar los tratamientos, se realizd
un estudio de los parametros fotosintéticos de las plantas: fotosintesis neta,

conductancia estomatica e indice de traspiracién.

A los dos meses desde el trasplante, se realizdé un segundo muestreo de
material vegetal cuando la planta estaba en fase reproductiva. De esta manera, se

volvid a estudiar el estado nutricional de las plantas en dicho estado fenoldgico.

Al cabo de 4 meses se realiz6 el muestro final. Para ello se determino el peso
fresco (PF) de todas las plantas (parte aérea) de cada invernadero y tratamiento
Posteriormente, una vez que las plantas se secaron en una estufa, se procedi6 a

determinar el estado nutricional de las mismas.
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Durante el periodo de produccién de las plantas, se fue recolectando la
cosecha y pesando los frutos para calcular la produccion total. Una vez terminada
la cosecha, se procedid a evaluar la calidad de los frutos mediante sus parametros
fisicos: peso y tamarno, y parametros quimicos: conductividad eléctrica, °Brix, pH'y
acidez. También se determind el estado nutricional de los frutos después de que

fueran secados en una estufa.

4.5. DETERMINACIONES

45.1. Parametros biométricos

Como se ha mencionado anteriormente, en cada uno de los muestreos de
material vegetal realizados al final de cada uno de los experimentos, se separaban
las hojas, el tallo y la raiz (si procedia) y se determinaba el peso fresco (PF) de cada
parte por separado. Este peso fue determinado con una balanza de precision

Sartorius (Acculab).

Posteriormente, las plantas se introducian en una estufa a 70°C durante un
minimo de 72 horas, y una vez que habian perdido todo su contenido en agua el
peso seco de la planta era determinado. Con los datos de PF y PS, el contenido en
agua de cada parte fue igualmente determinado. La tolerancia de las plantas se

determind mediante la formula:

PS Cotrol — PS Estrés
PS Control

% Tolerancia = 100 —

4.5.2. Analisis nutricional

Determinacion de cationes

Para determinar la composicién mineral de parte aérea, raiz y frutos, el
material vegetal seco y previamente pesado fue finamente molido en un molinillo
de aspas. Las muestras se guardaron en viales de centelleo de plastico

herméticamente cerrados con el fin de impedir que volviesen a rehidratarse.
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El material vegetal seco siguié un proceso de digestion el cual consistio en
digerir 0,1g de tejido vegetal seco en 5 ml de acido nitrico (HNOs) y 3 ml de
peroxido de hidrogeno (H20z).

La digestion de la materia organica se hacia utilizando un microondas (CEM
Mars X, Buckinghamshire, UK) utilizando un programa en etapas, en el que se
alcanzaban 200°C en 20 minutos y se mantenia esa temperatura durante 2 horas.
Una vez que el residuo resultante de la digestién era enfriado a temperatura
ambiente, el tubo digestor se afor6 a 25 ml con agua miliQ, y las muestras fueron
almacenadas en viales de centelleo hasta su andlisis. Las muestras fueron
analizadas por el servicio de ionémica del CEBAS-CSIC donde se determinaron la
concentracion exacta de los distintos cationes mediante el uso de un ICP-OES (Iris

Intrepid II, Thermo Electrén Corporation, Franklin, USA).

4.5.3. Relaciones hidricas en las plantas

Todas las medidas se realizaron en hojas de estado de desarrollo similar: una

hoja totalmente expandida situada en la region media de la planta.

Potencial hidrico

El potencial hidrico de la hoja (Yw) fue determinado al alba con una cdmara
de presion tipo Scholander (PMS Instrument Company, Corvallis, OR) (Scholander
y col., 1965). Los valores se tomaron en unidades de psi (libra-fuerza por pulgada

cuadrada) y éstos fueron transformados a MPa mediante la formula:

Mpa = —0.00689 * psi

Después de tomar el valor de la medida, las hojas fueron envueltas en papel
de aluminio y sumergidas en nitrégeno liquido para posteriormente calcular el

potencial osmotico (W).

Potencial osmotico

Para medir el potencial osmotico, las hojas anteriormente congeladas en las

que se habia medido el potencial hidrico se descongelaron a temperatura ambiente
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y se les extrajo la savia por centrifugacion durante 3 minutos a 3500 rpm a 24°C en
viales eppendorf perforados. El potencial osmotico (W) se determiné midiendo la
osmolalidad (mOsm/Kg) con un osmémetro (Digital Osmometer, Roebling, Berlin)
en 100 pL de savia, la cual fue previamente diluida 1:10. Este se expresé en MPa

mediante la siguiente conversion:

Y1 = —lectura * 0.0024

Potencial de turgor

El potencial de turgor (WP) se calcul6 como la diferencia entre el potencial

hidrico (Pw) y el osmético(Ws) mediante la férmula:

YP = Yw- Ws

4.5.4. Intercambio gaseoso y parametros de fluorescencia de clorofilas

Los distintos parametros fotosintéticos fueron determinados sobre una hoja
media, metabolicamente madura y totalmente expandida de todas las plantas.
Estos datos se tomaron con un sistema de intercambio de gas con cdmara de
fluorescencia (LI-COR 6400, Li-Cor). Las condiciones establecidas en Li-COR
fueron de 1000 umol fotones m2 sy 400 pmol mol! COs.. La temperatura de la hoja
se mantuvo a 25°C en las plantas con tratamiento control y salinidad, y a 35°C en
las plantas con tratamiento calor y combinacion de calor y salinidad. El déficit de

presion de vapor hoja-aire se mantuvo entre 1-1,3 kPa.

Con este andlisis, el aparato reportdé datos de asimilacion de CO;,
conductancia estomatica e indice de transpiracién. Ademas, se realizo el calculo de
la eficiencia en el uso del agua (WUE) como la fotosintesis neta por unidad de agua

transpirada, que equivale a la razén entre fotosintesis y la tasa de transpiracion.

Paralelamente a los datos fotosintéticos, el LI-COR es capaz de realizar
medidas de fluorescencia de clorofilas de estas mismas hojas.

La eficiencia de los centros de reaccién abiertos del PSII se estimo a través de

la relacion Fv'/ Fm', cuyos valores se calcularon a partir del Fm' (méaxima
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fluorescencia en condiciones de irradiacion natural) y Fo’ (fluorescencia basal en

condiciones de irradiacion natural), siendo Fv' la fluorescencia variable.

La eficiencia del PSII se calculé mediante la formula:

Fm' —FS'

Fm'

FS’ es la fluorescencia en el estado estacionario en condiciones de irradiacién

natural.

El indice de transporte electronico estimo la velocidad de transporte de

electrones a través del PSII. Este se calculd a través de la formula:

!

!

F
ETR = I = AHOJA # fracciéon PSII Fq

Donde I=densidad de flujo fotdénico fotosintéticamente activo (PPFD);
AHOJA=proporcion de PPFD que es absorbido por la hoja y fraccion PSII=fraccion
de PPFD absorbido que es recibido por el PSIIL.

4.5.,5. Parametros de produccion

Los frutos de tomate fueron cosechados cuando alcanzaban un color rojo
uniforme. El rendimiento se determind mediante conteo y el pesado de todos los

frutos por planta.

4.5.6. Parametros fisicos de calidad

Tamaiio y forma

Los frutos recolectados de cada planta fueron pesados en una balanza, y se
les midi6 ademads el didmetro ecuatorial y el longitudinal con un calibrador
Digimatic digital de Mitutoyo CD-15D, el cual cuenta con una precision de 0,01

mm.
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Pardametros quimicos de calidad

Para medir los parametros quimicos relacionados con la calidad de los frutos,
éstos fueron licuados con una licuadora casera Moulinex. El zumo se filtré para
evitar la presencia de solidos en suspension y en él se determinaron los siguientes

parametros:

pHy CE
Las medidas de pH y CE se realizaron directamente sobre el zumo de tomate.

Para ello se utilizé un pH-metro pH BASIC 20 Crison y un Conductimetro BASIC
30 Crison.

Sdlidos solubles totales (SST) o °Brix

Los solidos solubles totales fueron determinados en relaciéon alindice de
refraccion expresado en °Brix. Esta determinacion fue realizada con un
refractometro (Digital refractometer, Atago) mediante la deposicion de una gota de

zumo sobre el refractometro y procediendo a su lectura a 20°C.

Acidez valorable

La determinacion de la acidez del zumo de tomate trata de fijar la riqueza en
acidos expresandola en gramos de acido citrico contenidos en un litro del mismo.
La determinacion se hace por volumetria, es decir, neutralizando la solucién acida
mediante un alcali. En nuestro caso se utilizé NaOH 0,1 N. A un vaso de vidrio se
le afiadié 3 mL de zumo filtrado y 100mL de agua desionizada. El electrodo del pH-
metro se introdujo en el vaso y se adicion6 NaOH 0,1 N hasta alcanzar un pH de
8,1 (AOAC, 1984).

El contenido de cationesse determind mediante espectrometria de absorcion
atomica ICP-MS en el servicio de iondmica del CEBAS-CSIC (Perkin-Elmer 5500;
Waltham, MA, USA).
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4.5.7. Determinaciones bioquimicas

Concentracion de peroxido de hidrégeno

Para la cuantificacion de Hz0: se siguio el procedimiento descrito por Yang
y col. (2007), con algunas modificaciones. 0,1 g de hoja de tomate previamente
congelada fue pulverizada en un mortero con nitrégeno liquido y homogeneizada
con 0,5 mL de TCA al 0.1%. Las muestras fueron centrifugadas a 12.000 g durante
5 minutos y el sobrenadante se guardo a -80°C para la determinacion futura de la
concentracion de H20: y de la peroxidacion lipidica. Para la cuantificacion de H20,
100 pL del extracto enzimatico se homogeneizaron con 100 uL de buffer fosfato
potasico 100 mM a pH 7,0, y se afiadi6é 500 uL de yoduro potasico 1 My 300 uL de
agua, alcanzando asi un volumen final de 1 mL. Las muestras fueron incubadas en
oscuridad durante 1 hora y se midieron en un espectrofotometro microplaca Biotek
PowerWave XS2 (Biotek Instruments, Inc.) a una longitud de onda de 390nm en
una placa de espectro visible provista de 96 pocillos. Las absorbancias se
compararon con una curva patron de H:0, usando un estandar de peréxido de
hidrogeno de 10-250 umol que siguié el mismo protocolo de cuantificacion que las

muestras.

Anadlisis de peroxidacion lipidica

Para la determinacion de la peroxidacion lipidica se utiliza el
malondialdehido (MDA) el cual es un producto de la peroxidacion de los lipidos
de membrana. Para ello se utilizéd el mismo extracto enzimdtico que para la
determinacion de H20:. Se utilizé el procedimiento descrito por Gomes-Junior y
col. (2006). La reaccion constd de 62,5 uL de extracto enzimatico y 250 uL de TBA
0,5% disuelto en TCA 20%. Las muestras fueron incubadas a 95°C durante 20
minutos. Posteriormente, la absorbancia fue medida en el espectrofotémetro a 535
nm y 600 nm en una placa de espectro visible. La absorbancia a 600 nm se uso para

corregir la turbidez inespecifica que se da a 535 nm.

Determinacion de enzimas antioxidantes

Las muestras de material vegetal se pulverizaron en nitrégeno liquido y se
homogeneizaron con un tampén MES-KOH 50 mM a pH 6,0, que contenia 100 mM
de KCN, 100 mM de CaCl: y 100 mM de L-AsA segun el procedimiento descrito
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por Torres y col. (2006). Posteriormente, las muestras se centrifugaron durante 10
minutos a 13000 g y 4°C, y el sobrenadante resultante se guardé a -80°C para futuras

determinaciones.

Este protocolo de extraccion fue valido para la posterior cuantificacion de la
actividad de las siguientes enzimas: superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
ascorbato  peroxidasa (APX), deshidroascorbato reductasa (DHAR),
monodehidratoascorbato reductasa (MDHAR) y glutation reductasa (GR).

Superoxido dismutasa (SOD)

50 uL del extracto enzimatico fueron tratados con 25 puL de 100 mM de Buffer
HEPES pH 7,8, 50 uL de 5 nM de NTB, 200 uL de de Xanthina y 4 uL de Xhantina
oxidasa, llevados todos ellos a un volumen final de 500 uL afiadiendo agua. A parte
de las muestras a medir se realizaron tres blancos: uno en el que la enzima se
sustituyo por agua, otro en el que el extracto se sustituyo6 por agua y otro en el que
la enzima y el extracto se sustituyeron por agua, y se midieron en el
espectrofotometro a 560 nm en una placa de espectro visible durante 3 minutos. La
actividad SOD se expres6é como unidades de SOD (mg prot)! (min)?, entendiendo
una unidad como la cantidad de enzima necesaria para neutralizar una unidad de

xantina oxidasa.

Catalasa (CAT)

Para medir la actividad CAT se us6 el mismo extracto utilizado para el
analisis de la actividad SOD. A este extracto se afiadié 100 mM de H202 y 50 mM
de buffer fosfato potasico a pH 7,0, y se midi6 el cambio de absorbancia por
degradacion del H202 a 240 nm en una placa de cuarzo (espectro ultravioleta)
durante 3 minutos. En el blanco la cantidad de extracto fue sustituida por una
cantidad igual de agua. La actividad de CAT se calculé usando el coeficiente de
extincidon de 39,4 mM-'cm™? (Aebi, 1984). La actividad CAT se expresé como pmol
de H20: reducido (mg prot)! (min)~.

Ascorbato peroxidasa (APX)

Para medir la actividad APX a 50 uL del extracto enzimatico se le afnadio
186,87 pL de buffer fosfato potasico a 50 mM y a pH 7,0, y 0,63 puL de una soluciéon

de 100 mM de acido L-ascoérbico, obteniendo asi en cada pocillo de la placa de
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cuarzo un volumen final de 200 pL. El cambio de absorbancia detectado por la
degradacion del acido L-ascorbico gracias a la actividad APX se midié a 290 nm en
el espectrofotometro durante 3 minutos. En el blanco la cantidad de extracto fue
sustituida por agua. Se calculo la actividad de la velocidad de reaccién utilizando
un coeficiente de extinciéon molar de 2,8 mM7cm. La actividad APX se expreso

como umol de &cido ascorbico reducido (mg prot)! (min).

Dehidroascorbato reductasa y Monodehidroascorbato reductasa (DHAR y
MDHAR)

La determinacién de la actividad DHAR como la de MDHAR se realizaron
juntas, utilizando una mix que sdlo variaba en uno de sus componentes: la primera
contenia 15 uL de una soluciéon 1 mM de DHA y la segunda el mismo volumen de
100 mM de L-AsA, ademas de 75 pL de buffer 100 mM de HEPES a pH 7,6 y 60 puL
de agua. Se afiadieron también 40 pL de 0,3 mM de NADPH y en ambas se midié
el cambio de absorbancia durante 3 minutos a 340 nm para la MDHAR y a 265 nm
parala DHAR. En el blanco la cantidad de extracto fue sustituida por una cantidad

igual de agua.

Las actividades MDHAR y DHAR fueron expresadas como umol NADH
oxidado (mg prot)! (min)' y pmol DHA reducido (mg prot)! (min)?!

respectivamente.

NADPH oxidasa

Para la determinacion de la actividad NADPH oxidasa se tuvo que realizar
una nueva extraccion segtin el procedimiento descrito por Aktas y col. (2005) con
algunas modificaciones. Se homogeneizaron 0,1 g de material vegetal fresco en
nitrégeno liquido con un eppendorf de 1,5 mL ayudado por un micromortero. Se
anadieron 500 uL de buffer fosfato potasico 100 mM a pH 7,0, 100 pL de EDTA 10
mM y 100 pL Triton, y se centrifugé a 15.000 ¢ durante 20 minutos.

A 50 pL del sobrenadante resultante de la centrifugacion se le afiadié 135 pL
buffer Fosfato potasico 100 mM a pH 7,0, mas 0,3 uL. de EDTA y 62 uL. de NADPH
300 pM, con el fin de medir la actividad NADPH oxidasa durante 3 minutos a 340
nm. En el blanco la cantidad de extracto fue sustituida por una cantidad igual de

agua.
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La actividad NADPH oxidasa fue expresada como pmol NADPH oxidados
(mg prot)! (min).

4.5.8. Concentracion de proteinas en el extracto enzimatico

Finalmente, para la correcta interpretacion de los resultados de las
actividades enzimaticas fue necesaria la determinacion de la concentracion de
proteinas solubles del extracto enzimatico, ya que los resultados de la actividad se
expresan por mg de proteina. Para ello se utilizé el método Bradford (Bradford,
1976), en el que se afiadid a una alicuota de extracto enzimatico un volumen de
reactivo Bradford Reagent (BioRAd, No. Catalog 30214). Tras 20 minutos de
reaccion con el Bradford Reagent la absorbancia fue determinada a 595 nm. Las
absorbancias obtenidas en cada muestra ensayada se compararon con una recta
patron en la que las concentraciones se encontraban entre 0,15y 1,5 mg/mL, la cual

siguid el mismo protocolo descrito para los ensayos.

4.5.9. Extraccion de RNA

La extraccion de RNA total se realizé en hoja de tomate con el reactivo TRI-
Reagent (Sigma-Aldrich, Ref. T9424). 0,1 g de muestra vegetal fresca se
homogeneizaron con nitrégeno liquido y se maceraron con 1 mL de TRI-Reagent a
4°C. Las muestras fueron centrifugadas a 12.000 ¢ durante 10 minutos y a 4°C. Para
la fase de separacion de los acidos nucleicos de las proteinas celulares, el
sobrenadante se traté con 0,5 mL de cloroformo y se volvio a centrifugar a 12.000 g
durante 15 minutos a 4°C. La fase acuosa superior (que contenia la fraccién de
acidos nucleicos), fue recogida cuidadosamente, y se procedio a aislar el RNA total
de la siguiente forma: se afadieron 0,4 mL de 2-propanol. Los tubos fueron
agitados vigorosamente y se centrifugaron a 12.000 ¢ durante 10 minutos y 4°C. El
sobrenadante fue descartado y el residuo resultante de la centrifugacion fue lavado
con 1 ml de etanol al 75%. Tras otra centrifugacién idéntica a la descrita
anteriormente, el residuo resultante fue resuspendido en 100 pL de TRIS-HCI 10
mM a pH 8.0 mas 1 mM de EDTA. Posteriormente se comprobd la concentracion y

la calidad del RNA total obtenido mediante un espectrofotémetro tipo nanodrop.
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Las muestras de RNA fueron tratadas posteriormente con DNAsa I
(Fermentas life Sciences) de acuerdo con el protocolo del fabricante para limpiar
posibles restos de DNA. Para ello, se afiadieron 10 uL de 10X buffer y 1 puL de
DNAsa I mezclando con suaves golpes. A continuacidn, se incubaron en una estufa
a 37°C durante 30 minutos, se enfriaron en hielo y se afiadieron 5 pL de buffer o
tampon inactivador. Las muestras se centrifugaron a 1000 rpm durante 2 minutos
y 4°C y el sobrenadante se transfirio a un nuevo eppendorf que se mantuvo a -20°C

durante todo el tiempo que durd la posterior identificacion de genes.

4.5.10. cDNA Y qPCR

Una vez obtenido el RNA y medida su concentracion en el espectrofotometro
tipo nanodrop y tras su tratamiento con DNAsa, las muestras fueron normalizadas
a concentraciones de 2 ug/uL, para la sintesis de cDNA. Esta sintesis se realizd
utilizando el kit de sintesis SuperScript VILO cDNA (Invitrogen) siguiendo los

pasos que indica el fabricante.

A partir de estos cDNA se realizaron diferentes PCRs a tiempo real (o qPCRs)
utilizando los primers descritos en la tabla 3 (diseniados anteriormente para otros
experimentos) con el objetivo de cuantificar la expresion de los genes de interés. De
cada cDNA se realizaron 3 repeticiones, utilizando el factor de elongacion EIF-1a
como control interno, y se estudiaron la expresion de los genes SIFe-SOD,
SICu/ZnSOD, SIcAPX, SICAT1, SIDHAR1, SIMDHAR1 y SIGR.

Para llevar a cabo un estudio de la expresion de los genes seleccionados en
nuestros experimentos mediante qPCR (7500 System) se utilizé un volumen total
de reaccion de 20 pL en cada una de las JPCR ensayadas. Las reacciones incluyeron
2 uL de la muestra a analizar (cDNA), 10 uL de KAPA SYBR, 0,4 uL ROX Low, 0,4
uL de cada cebador (10 uM) y agua desionizada y esterilizada de grado molecular
hasta un volumen total de 20 uL.

La reaccion de la qPCR presento las siguientes condiciones: 3 minutos a 95°C
seguido de 40 ciclos a 95°C durante 2 segundos y 60°C durante 25 segundos.
Ademas de una etapa de disociacion a 95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1
minuto, 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 15 segundos.

Las condiciones de amplificacién y los andlisis de los datos se realizaron en
un sistema de PCR a tiempo real 7500 System (Appied Biosystems) utilizando como
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control interno EIF-1a. Los resultados muestran el cambio relativo (fold change) de
cada gen después del estrés con respecto al mismo gen en las plantas control. En la

Tabla 11 se presentan las secuencias de los genes que se estudiaron.
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Tabla 11: Secuencia de los primers utilizados en los analisis de PCR cuantitativa.

Gen L.D. Cebador sentido Cebador antisentido
5 5
Fe-SOD Z’;’éyC%gO% TAAATAGAGACTTTGGT TATATTTGCCTCTTAA
TCC -3’ CCCT -3
5- 5
gg/gn- ig(l)ycng()% GGCCAATCTTTGACCCT AGTCCAGGAGCAAGT
TTA -3’ CCAGT-3'
5- 5
CAPX fzéyC%gOOS TCTGAATTGGGATTTGC CGTCTAACGTAGCTG
TGA -3 CCAAA -3’
5- 5
CAT1 2;(1)yc12g094 TGATCGCGAGAAGATA  CTTCCACGTTCATGGA
CCTG -3’ CAAC-3
5 5
DHAR1 ESIYCOSOSM AGGTGGCTCTTGGACAC CTTCAGCCTTGGTTTT
TTC -3’ CTGG- 3’
Solyc08¢081 5- 5-
MDHAR1 5§ch & CAAGGGTTTCGGTTCCT CTGCATTTCCTCCTCC
TCT-3 AACT-3’
Solyc09¢091 > >
GR1 SZOYC & TTGGTGGAACGTGTGTT TCTCATTCACTTCCCA
CTT -3 TCCA -3’
Solyc01¢086 > >
GST 6§ch & TACTCGTTTTTGGGCTCG CACCGATTCAACTCC
TT-3 CTCTG-3’
Solyc08¢080 > >
GPX 9ZOYC & ACGGAGCAAGCGACAA CGATTGATTCACCGC
TTGACAAC-3’ AAAGCTCGT-3'
5 5
PhGPX igéyC%gm TGGCTTGAGCACTACAG TTTCGTAGGCAGGGA
GTG-3' AGAAG-3’
5- 5
EIF-1a 32?;365005 GAACTGTCCCAGTTGGT GTCAAACCAGTAGGG
- CGT-3' CCAAA-3
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. EXPERIMENTO 1: OPTIMIZACION DE LA NUTRICION FRENTE A LA
COMBINACION DE ESTRESES ABIOTICOS

5.1.1. Ensayo prelimniar

En la Figura 8 se muestran los resultados del experimento preliminar llevado
a cabo con el fin de determinar qué concentraciones de K* y Ca?" ahadidas a la
soluciéon nutritiva eran las que mantenian una alta produccion de biomasa bajo

condiciones de combinacion de salinidad y alta temperatura.

El peso fresco de las plantas de tomate disminuyd con la aplicacion del estrés
salino y el estrés combinado de salinidad y alta temperatura respecto a las plantas
control. Normalmente, las concentraciones de K* y Ca* de la solucién Hoagland
completa estdn en torno a los 4 mM y 7 mM respectivamente, y, en este
experimento, la concentracion se aumenté de forma progresiva mediante la
aplicacion de 3 tratamientos: T1 (8:4.7 mM - K:Ca), T2 (9.8:5.6 mM - K;Ca) y T3
(11:6.5 mM - K;Ca). Con el tratamiento T1, los resultados obtenidos para la biomasa
de las plantas fueron similares a aquellos obtenidos con solucion Hoagland control
bajo condiciones de salinidad y salinidad combinada con alta temperatura, por lo
que este tratamiento quedd descartado. El tratamiento T3 redujo aun mas la
produccion de biomasa comparado con los otros tratamientos T1 y T2 bajo
condiciones de estrés simple o combinado, con reducciones de mas del 50% en el
total de la biomasa de las plantas. El tratamiento T3 mejoro el peso fresco de las
plantas respecto a las plantas que habian sido sometidas al estrés salino y al estrés
combinado de salinidad y alta temperatura, con un incremento en la produccion
de biomasa de un 21% respecto a las plantas bajo estrés. Por lo tanto, el tratamiento

elegido para realizar el ensayo principal de este experimento fue el T2.
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Figura 8: Peso fresco de las plantas cultivadas bajo los distintos tratamientos: a 25°C, estan los tratamientos control, estrés de
salinidad (S) (60 mM NacCl) y salinidad + T1 (K*:Ca*; 8:4,7 mM), + T2 (K*:Ca?; 9,8:5,6 mM) + T3 (K=:Ca?;11:6.5 mM). A 35°C, se
encuentran los tratamientos de estrés de alta temperatura (T) (35°C), combinacion de alta temperatura + salinidad (60mM NaCl) y la
combinacidn de estreses + T1 (K*:Ca?; 8:4,7 mM ), + T2 (K=:Ca?+; 9,8:5,6 mM) y+ T3 (K*:Ca?;11:6.5 mM)
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5.1.2. Ensayo principal

Biomasa: peso freso y peso seco

Como se muestra en la Figura 9 y la Figura 10, el peso fresco y el peso seco
de las plantas de tomate disminuyo significativamente con el estrés salino y con el
estrés combinado de salinidad y alta temperatura. La reduccion del peso fresco fue
del 33% y 38% en cada uno de los tratamientos respectivamente en comparacion
con las plantas control. El tratamiento de temperatura, en cambio, no afectd a la

biomasa total de las plantas respecto al control.

Cuando la solucién nutritiva se complementéd con un aumento en la
concentracion de K* y Ca¥, los efectos negativos que produjeron el estrés de
salinidad y el estrés combinado de salinidad y alta temperatura disminuyeron,
obteniendo plantas con una menor biomasa que las plantas control, pero con

reducciones de solo alrededor del 10% (Figura 9).

Por lo tanto, las plantas cultivadas bajo el efecto de la salinidad o bajo la
combinacidn de salinidad y alta temperatura, pero con concentraciones mas altas
de K* y Ca* en la solucion nutritiva, aumentaron su peso fresco en 33% y 47%
respectivamente, en comparacion con las plantas cultivadas bajo estos factores

estresantes e irrigadas con la solucion Hoagland normal.
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Figura 9: Peso fresco de plantas de tomate cultivadas bajo control, salinidad (S) (60
mM NaCl) y salinidad y mayor concentraciéon de K* y Ca?" en la solucién nutritiva a
temperatura optima (25°C) o temperatura elevada (35°C) (T). Los datos representan medias
+ SE (n=6). Las barras con letras diferentes dentro de cada panel representan datos con
diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).
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Figura 10: Peso seco de plantas de tomate cultivadas bajo control, salinidad (S) (60
mM NaCl) y salinidad y mayor concentracion de K* y Ca? en la solucién nutritiva a
temperatura 6ptima (25°C) o temperatura elevada (35°C) (T). Los datos representan medias
+ SE (n=6). Las barras con letras diferentes dentro de cada panel representan datos con
diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).
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Estado nutricional de las plantas

Los resultados de analisis de iones realizado en las hojas de tomate muestran
que tanto el tratamiento de temperatura como la combinacion de los estreses de
salinidad y temperatura, redujeron la concentracion endégena de K* y Ca?* en las
plantas (Figura 11 y Figura 12, respectivamente). La temperatura y la combinacion
de estreses redujo la concentracion de Ca* en torno al 18% y el K*
aproximadamente un 23% respecto a los resultados obtenidos en las plantas

cultivadas bajo condiciones 6ptimas (plantas control).

Sin embargo, cuando las plantas que estaban sometidas a la combinacion de
los estreses de salinidad y alta temperatura se complementaban con una mayor
concentracion de K* y Ca? en la solucidn nutritiva, las concentraciones enddgenas
de Ca? obtenidas eran similares a las de las plantas de control. La salinidad no
indujo cambios significativos en la concentracién enddgena de las hojas de K* y
Ca?, pero, cuando las plantas crecieron bajo el efecto de la salinidad y se irrigaron
con una mayor concentracion de K* y Ca?, la concentraciéon endogena de K*
encontrada fue significativamente menor que la obtenida en condiciones de
control, con una reduccion del 12% (Figura 12). El riego de plantas con la solucion
nutritiva enriquecida en K* y Ca*, y cultivadas bajo combinacién de estrés, no
indujo cambios significativos en la concentracion de K* a los observados en plantas
irrigadas con solucion Hoagland en las mismas condiciones ambientales (Figura
11).
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Figura 11: Concentracién de Ca?y relacion en hojas de tomate cultivadas bajo
control, salinidad (NaCl 60 mM) y salinidad combinada con una mayor concentracion de
K+ y Ca* en la soluciéon nutritiva a temperatura dptima (25°C) o bajo temperatura elevada
(35°C). Los valores representan medias + SE (n=6). Las barras con letras diferentes
representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).
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Figura 12: Concentracién de K* en hojas de tomate cultivadas bajo control, salinidad
(NaCl 60 mM) y salinidad combinada con una mayor concentracién de K* y Ca? en la
solucion nutritiva a temperatura éptima (25°C) o bajo temperatura elevada (35°C). Los
valores representan medias + SE (n=6). Las barras con letras diferentes representan datos
con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).
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Con el proposito de confirmar la homeostasis celular que debe existir entre
los iones Na* y K, se estudi6 la concentracion enddgena de Na* en las plantas de
tomate (Figura 13). Como era de esperar, la concentracion de Na* aumentd
significativamente en los tratamientos salinos en los que se administré 60 mM de
NaCl. La salinidad fue el tratamiento con mayor concentraciéon de Na*, y la
aplicacion del estrés combinado de salinidad y temperatura indujo una
acumulacion de Na* significativamente mas baja en las hojas de tomate, con una
reduccion del 16% en comparacion que cuando la salinidad era administrada sin el
estrés de temperatura (Figura 13). Ademas, las plantas que estaban sometidas a la
combinacion de estreses a las que se les administro la soluciéon nutritiva
enriquecida con K* y Ca? mostraron una menor acumulacion de Na* en las hojas (~
22% menos) en comparacion con las plantas que crecieron en las mismas
condiciones pero que se irrigaron con la solucién Hoagland comun. Por lo tanto,
estos resultados indican que las concentraciones endogenas de K* y Na* fueron
menores cuando las plantas se irrigaron con la solucién nutritiva enriquecida en K*

y Ca?" bajo estrés abidtico.
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Figura 13: Concentracion de Na* en hojas de tomate cultivadas bajo control,
salinidad (NaCl 60 mM) y salinidad combinada con una mayor concentracion de K* y Ca?
en la solucién nutritiva a temperatura 6ptima (25°C) o bajo temperatura elevada (35°C). Los
valores representan medias + SE (n=6). Las barras con letras diferentes representan datos
con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).
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Figura 14: Concentracién de la relacién K*/Na* en hojas de tomate cultivadas bajo
control, salinidad (NaCl 60 mM) y salinidad combinada con una mayor concentracion de
K+ y Ca? en la solucién nutritiva a temperatura 6ptima (25°C) o bajo temperatura elevada
(35°C). Los valores representan medias + SE (n=6). Las barras con letras diferentes
representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

El aumento de las concentraciones de K* y Ca?* en la solucion de riego
mejoro la tolerancia de las plantas a la salinidad, tanto cuando la temperatura era
optima (25°C) como cuando estaba combinada junto al estrés de temperatura. El
tratamiento de estrés mas agresivo para las plantas de tomate es la salinidad y la
alta temperatura, sin embargo, un aumento en la concentracion de K*y Ca? en la
solucién nutritiva indujo una mayor recuperacion de estas plantas bajo condiciones

de estrés combinado.

Parametros fotosintéticos

Hacia el final del periodo experimental y antes de que las plantas fueran
cosechadas, se midieron los parametros fotosintéticos correspondientes a la tasa de
asimilaciéon de COq, la tasa de transpiracion, la conductancia estomatica y la
eficiencia del uso del agua calculada a partir del CO: asimilado frente al agua
transpirada (Figura 15, Figura 16, Figura 17 y Figura 18). La tasa de asimilacion de
CO: (Figura 15), la tasa de transpiracion (Figura 16) y la conductancia estomatica

(Figura 17) tuvieron un comportamiento similar en condiciones de estrés.
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Comparadas con las condiciones control, la salinidad y la combinacion de los
estreses de salinidad y temperatura redujeron significativamente dichos
parametros en las plantas, siendo mas agresivo el efecto de los estreses combinados
que cuando la salinidad era aplicada sin el estrés de temperatura. La eficiencia del
uso del agua también fue significativamente menor cuando la salinidad y la
temperatura eran aplicados de manera combinada respecto a las plantas control y
a las plantas que fueron sometidas al estrés de temperatura de forma individual, y
la aplicacion de la solucion nutritiva enriquecida no causé efecto en las plantas a
las que se les aplico el estrés combinado respecto a las plantas en las mismas

condiciones en soluciéon Hoagland comtn.

ASIMILACION DE CO,

25
- 20
n
N
£ 15
(o]
o
L 10
o
€
35

0

Control S+K/Ca T+S T+S+K/Ca
25°C 35°C

Tratamientos

Figura 15: Asimilacion de CO2 en hojas de tomate cultivadas bajo control, salinidad
(NaCl 60 mM) y salinidad combinada con una mayor concentraciéon de K* y Ca? en la
solucion de irrigacion a temperatura optima (25°C) o temperatura elevada (35°C). Los
valores son medios + SE (n=6). Las barras con letras diferentes dentro de cada panel
representan datos con diferencias significativas a p<0.05 (Tukey HSD).
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Figura 16: Indice de transpiracién en hojas de tomate cultivadas bajo control,
salinidad (NaCl 60 mM) y salinidad combinada con una mayor concentraciéon de K+ y Ca?
en la solucion de irrigacion a temperatura 6ptima (25°C) o temperatura elevada (35°C). Los
valores son medios + SE (n=6). Las barras con letras diferentes dentro de cada panel
representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).
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Figura 17: Conductancia estomatica en hojas de tomate cultivadas bajo control,
salinidad (NaCl 60 mM) y salinidad combinada con una mayor concentracion de Ky Ca?
en la solucion de irrigacion a temperatura éptima (25°C) o temperatura elevada (35°C). Los
valores son medios + SE (n=6). Las barras con letras diferentes dentro de cada panel
representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).
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Figura 18: Eficiencia del uso del agua en hojas de tomate cultivadas bajo control,
salinidad (NaCl 60 mM) y salinidad combinada con una mayor concentraciéon de K+ y Ca?
en la solucion de irrigacion a temperatura 6ptima (25°C) o temperatura elevada (35°C). Los
valores son medios + SE (n=6). Las barras con letras diferentes dentro de cada panel
representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

Cuantificacion de H:0: y peroxidacion lipidica

Los estreses aplicados en las plantas en este experimento (salinidad,
temperatura, y la combinaciéon de salinidad y temperatura) aumentaron
significativamente la concentracién de H20: con respecto a las plantas de control,
siendo el tratamiento de salinidad en el que en mayor medida aumentd
concentracion de este compuesto: casi el doble que la concentracién encontrada en

las plantas control (Figura 19).

Por otro lado, cuando las plantas que estaban sometidas al efecto salino o
bajo el efecto de la combinacion de salinidad y alta temperatura eran irrigadas con
la solucién nutritiva enriquecida en K* y Ca*, la concentracion de H:0: fue
significativamente menor que la encontrada en las mismas condiciones
ambientales irrigadas con la solucién Hoagland comun. Por lo tanto, las plantas
irrigadas con mayor K*y Ca?"y cultivadas bajo el efecto de la salinidad tuvieron un
20% menos de H20: que aquellas cultivadas bajo salinidad, pero irrigadas con la

solucién nutritiva normal. Curiosamente, cuando la salinidad se combind con el



116 MARIA GARCIA MARTI

estrés de temperatura, el suministro adicional de K* y Ca?" en la solucion nutritiva

io como resultado una reduccion de o en la concentracién de H20:.
d Itad d del 30% 1 t de H20

Para el contenido de MDA (Figura 20), los resultados obtenidos fueron
similares, y las plantas con mayor concentracion de este compuesto fueron las que
se sometieron al estrés de salinidad y a la combinacion de salinidad y alta
temperatura irrigados con la solucion nutritiva Hoagland normal. De nuevo, la
adicion de K* y Ca? extra a la solucion nutritiva resultdé en una reduccion
significativa en el nivel de peroxidacion lipidica de las membranas celulares bajo

las mismas condiciones de estrés.
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Figura 19: Concentracion de H:0: en hojas de tomate cultivadas bajo control,
salinidad (60 mM NaCl) y salinidad combinada con una mayor concentracion de K*y Ca?
en la solucién nutritiva a temperatura 6ptima (25°C) o bajo temperatura elevada (35°C). Los
valores representan medias + SE (n=6). Las barras con letras diferentes dentro del panel
representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).
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Figura 20: Tasa de peroxidacién lipidica, medida como la concentracién de MDA
(B) en hojas de tomate cultivadas bajo control, salinidad (60 mM NaCl) y salinidad
combinada con una mayor concentracion de K* y Ca?* en la solucion nutritiva a temperatura
optima (25°C) o bajo temperatura elevada (35°C). Los valores representan medias + SE
(n=6). Las barras con letras diferentes dentro del panel representan datos con diferencias
significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

Actividad antioxidante

La expresion de los principales transcritos relacionadas con el
metabolismo oxidativo y la actividad de las principales enzimas antioxidantes se
midieron bajo el efecto de los estreses aplicados en el experimento Debido a la
cantidad de datos a representar y para una visualizacion mas facil y directa, los

datos fueron representados en un mapa de calor (Figura 21).

Los niveles de expresion de trasncritos que codifican para Fe-SOD y
Cu/Zn-SOD se observé una sobreexpresion bajo todas las condiciones de estrés
(Figura 21) comparado con las plantas control y se correlacionaron con los
resultados obtenidos para la actividad SOD. La excepcion fue la actividad de
Cu/Zn-SOD en las plantas que estaban sometidas bajo el estrés combinado de
salinidad y alta temperatura que se irrigaron con la solucion nutritiva enriquecida

con K*y Ca*, ya que, en este caso, esta enzima se inhibid.

Los transcritos que codifican para el gen CAT fueron sobre-regulados

bajo condiciones de salinidad, independientemente de la soluciéon nutritiva



118 MARIA GARCIA MARTI

utilizada. También se observd una sobre-expresion de estos transcritos bajo el
estrés de alta temperatura, mientras que en el tratamiento de la combinacion de
estreses de salinidad y alta temperatura la transcripcion del gen CAT fue

reprimida.

Curiosamente, la suplementacion de plantas con la solucion nutritiva
enriquecida con K* y Ca? revirtio la regulacion observada para DHAR y NADPH
oxidasa bajo el efecto de la salinidad, induciendo la regulacion positiva de esos

genes en comparacion con las plantas control.

Sin embargo, la actividad de DHAR y NADPH oxidasa no mostr¢ diferencias
significativas con respecto a las plantas de control. Las transcripciones de MDHAR
aumentaron, y la actividad de esta enzima también fue mayor en el tratamiento
salino en comparacion con las plantas control, independientemente de la solucion

de riego utilizada.

El estrés de temperatura indujo una regulacion positiva de todas las
transcripciones que pertenecen a la ruta AsA-GSH, excepto SIAPX y SIGR, que no
mostraron diferencias significativas con respecto a las plantas de control. Cuando
la salinidad y la alta temperatura se aplicaron conjuntamente, se observé una
regulacion general a la baja de las transcripciones que codifican las enzimas que
pertenecen a la via AsA-GSH, con la consecuente inhibicién de sus actividades
enzimaticas. Sin embargo, la alimentacion de las plantas con la solucion nutritiva
enriquecida con K* y Ca* revirtio el perfil de expresiéon observado en la
combinacidn de salinidad y temperatura para la mayoria de los genes, con un
patrén de regulacion positiva en todos ellos en comparaciéon con las plantas de

control, que se correlaciona con las actividades medidas para estas enzimas.

En este experimento, se determind la expresion de las transcripciones
SIGST, SIPhGPX y SIGPX para compararlas con el nivel de peroxidacion lipidica
observada en los diferentes tratamientos y para comprobar si la suplementacion de
la solucion de irrigacion de la planta con K* y Ca?* podria tener efecto sobre la
transcripcion de estos genes. Los resultados mostraron que bajo el efecto de la
salinidad y de la combinacion de estreses, estos tres genes estaban regulados a la
baja con respecto a las plantas de control. Sin embargo, en plantas suplementadas

con la solucién nutritiva enriquecida con K* y Ca?, se observé una regulacion al
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alza de SIGPX y SIPhPGX (bajo salinidad) y de SIGST y SIPhGPX (bajo salinidad y

alta temperatura).
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Figura 21: Expresion de los genes (A) y actividades enzimaticas (B) relacionados
con el metabolismo oxidativo en hojas de tomate cultivadas bajo control, salinidad (60 mM
NaCl) o salinidad y mayor concentracion de K* y Ca?* en la solucién nutritiva a temperatura
optima (25 ° C ) o temperatura elevada (35 ° C). El color rojo representa una expresiéon o
actividad relativa mas alta con respecto a las plantas de control y el color azul representa
una expresion o actividad relativa mas baja que sus respectivos controles. La escala es el
valor logz de la expresion o la actividad después de una normalizacion con respecto a las
plantas de control. Los asteriscos son representativos de diferencias significativas con
respecto a las plantas de control (p <0.05).
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5.1.3. Discusion

En regiones aridas y semidridas, la mala calidad del agua de riego hace que
primen los estudios sobre el efecto de la salinidad en el desarrollo de los cultivos,
sin embargo, el efecto negativo que produce la salinidad en las plantas se agrava
con las altas temperaturas encontradas en dichas regiones. Es por ello que se ha
demostrado que las plantas muestran una respuesta especifica a la combinacion de
dichos estreses que no puede ser dilucidada del estudios del efecto de los estreses
de salinidad y alta temperatura por separado (Martinez y col., 2016; Rivero y col.,
2014).

Capula-Rodriguez y col. (2016) destaco la importancia del uso de niveles mas
altos de K* y Ca? en la solucién nutritiva para mitigar el efecto de la combinacién
de estreses como salinidad, la alcalinidad y el boro en las plantas de tomate, lo que
concuerda con los resultados obtenidos. Cuando la nutricion de las plantas se
complementa con un aumento en la concentracion de K* y Ca?, éstas mejoran su
crecimiento. Ademads, esto, a su vez, también estd relacionado con una mayor
concentracion de fdsforo, el mantenimiento de la concentracion de clorofila a, y/o
la restauracion parcial de la absorcidon de otros nutrientes en estas condiciones

estresantes.

En general, los problemas de salinidad se relacionan con un exceso de NaCl
en el agua de riego, lo que provoca toxicidad de Na* en las plantas, modifica la
absorcion de K* por las raices y otros nutrientes, y ejerce efectos toxicos graves en
los genes y las enzimas, causando alteraciones en el metabolismo de la planta
(Chakraborty y col., 2016; Navarro y col., 2003). Por lo tanto, es vital para las plantas
restablecer la homeostasis ionica celular para mantener el correcto funcionamiento

y crecimiento metabdlico.

La tasa de K*/Na* (Figura 14) esta ampliamente relacionada con la tolerancia
a la sal en las plantas (Pinero y col., 2014). En este sentido, este experimento
demuestra que esta tasa fue mayor en las plantas en las que se administré la
solucién nutritiva enriquecida con K* y Ca? bajo el efecto de la salinidad o bajo el
efecto de la combinacion de estreses, que podria estar relacionada el aumento de la

tolerancia de las plantas al efecto de dichos estreses.

Ademads, se encuentra una correlacion positiva entre la produccién de

biomasa y la tasa de K*/Na* en las plantas a las que se administré mayor
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concentracion de K* y Ca?" y que crecieron bajo el efecto de la salinidad Estos datos
coincidieron con los observados en un estudio de Martinez y col. (2016) y Ahanger
y col. (2017), donde la combinacion de salinidad y temperatura causd una
inhibicion en la absorcion de K* que podrian deberse al efecto antagdnico de K+ con
Na'.

Se ha postulado que algunos compuestos como osmoprotectores o
compuestos antioxidantes ejercen una funcién reguladora manteniendo la
concentracion del K- citosdlico al prevenir la fuga de K* inducida por el NaCl de la
célula (Nieves-Cordonesy col., 2019; Shabala y Cuin, 2008). Por ejemplo, se ha visto
que K* resulta en la acumulacién de osmolitos y en el aumento de componentes
antioxidantes en las plantas expuestas al estrés hidrico y salino (Ahanger y col.,
2017). Por lo tanto, estos resultados podrian indicar que un aumento en la
concentracion de K* en la solucién nutritiva puede influir en la concentracion de
antioxidantes y otros compuestos beneficiosos en las plantas y, por lo tanto, en el

mantenimiento de la homeostasis de K*/Na* en las plantas.

Los cambios en los parametros fotosintéticos suelen ser buenos indicadores
del estrés en las plantas, y estan directamente relacionados con el crecimiento. La
tasa de asimilacion de CO2 (Figura 15) la tasa de transpiracién (Figura 16), la
conductancia estomatica (Figura 17) y la eficiencia del uso de agua (Figura 18) se
redujeron en condiciones de estrés, siendo mas agresivo el efecto de los estreses

combinados.

Estos datos fueron consistentes con los hallazgos de Pinero y col. (2014) y
Rivero y col. (2014), donde se dice que tanto la salinidad como la combinacion de
los estreses de salinidad y alta temperatura conducen a una reducciéon de la
conductancia estomatica, reduciendo la capacidad de la planta para suministrar
CO: al aparato fotosintético, y como consecuencia, disminuyendo la asimilacion de
CO2 bajo condiciones de estrés. Por el contrario, también ha sido observado que el
estrés de temperatura, cuando es aplicado por solitario, puede mejorar la tasa de
traspiracion de la planta para reducir asi la temperatura de la hoja, lo que conduce

a un incremento en la tasa de asimilacion del COs.
Ese comportamiento de dichos pardmetros también se encontré en este

experimento, que estan en acuerdo con los resultados encontrados por Rivero y col.

(2014). Curiosamente, cuando las plantas se cultivaron bajo el estrés de salinidad o
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del estrés combinado de salinidad y temperatura, pero se complementaba la
solucién nutritiva con K* y Ca?, la asimilacion de CO;, la tasa de transpiracion y la
conductancia estomatica se recuperaban a valores similares a los encontrados en
las hojas de las plantas control. Estos parametros fotosintéticos estan estrechamente
relacionados con la tasa de crecimiento de las plantas, y estos resultados indican
una correlacion positiva entre ellos, donde una reduccion en el crecimiento de las
plantas (Figura 9) se relaciond directamente con una inhibicion de estos parametros
fotosintéticos, y la recuperacion de estos por el suministro adicional K* y Ca?

implico un mejor crecimiento en condiciones de estrés abiotico.

Abbas y col. (2013) y Bohra y Doerffling (1993) encontraron resultados
similares en plantas de maiz y arroz, respectivamente, mediante la adicion de K* a
un suelo salino. Ambos estudios concluyeron que la adicion de K+ alivid
significativamente los efectos dafiinos de la salinidad, al mejorar el crecimiento de

las plantas y los parametros de intercambio gaseoso.

Ademas del K¥, el Ca?* también desempena un papel importante en las células
de las plantas, ya que contribuye a los procesos de sefializacion de la célula y ayuda
a la desintoxicacion de las especies reactivas del oxigeno, ademds de otras
funciones (Bacha y col., 2015; Malinska y col., 2010). Bhattacharjee (2008) observo
que la adiciéon de Ca?* en las plantas ayuda a proteger contra el dafo oxidativo que

provoca en las plantas la alta temperatura.

Se sabe que los estreses de salinidad y alta temperatura aumentan el dafo
celular debido a una alta produccion de ROS, (Martinez y col., 2018; Siddiqui y col.,
2017; Zandalinas y col., 2017; Zandalinas y col., 2018), por lo que la importancia de
mejorar el sistema de defensa antioxidante de las plantas para hacer frente a estos
factores estresantes es muy importante. En estudios recientes, se ha observado que
las plantas sometidas a diferentes combinaciones de estreses abioticos acumularon
una gran cantidad de transcriptores de respuesta de la ruta de las ROS, lo que
destaca la importancia de la maquinaria antioxidante en el proceso de adaptacion
de las rutas metabodlicas ante la combinacidon de estreses (Suzuki y col.,, 2014;
Zandalinas y col., 2018). Martinez y col. (2018) mostraron que las plantas de tomate
sometidas a la combinacion de salinidad y alta temperatura tenian una
sobreproduccién de ROS que causaba la inhibicion de la fotosintesis, la

descomposicion de los pigmentos fotosintéticos y la reduccion del crecimiento de
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las plantas. Sin embargo, aunque hay muchas publicaciones que demuestran la
importancia de estudiar los estreses abioticos de manera combinada, existe poca
informacion sobre el efecto de la nutricién en las plantas en la respuesta de
tolerancia ante los estreses combinados, lo que llevo a plantear este experimento
para verificar el posible papel del suministro adicional de K* y Ca?" en la mejora de

la respuesta antioxidante en las plantas de tomate.

Bajo los estreses ambientales de salinidad y alta temperatura, donde el
suministro de agua a la planta se ve comprometido, la concentracion celular de CO:
se restringe debido al cierre estomatico. Esto, junto con la luz solar continua que
incide en la planta, da como resultado una transferencia de exceso de electrones a
oxigeno molecular, generando un radical superdxido (O:®), que la enzima

superdxido dismutasa (SOD) detoxifica inmediatamente convirtiéndolo a H20-.

Ademas, el estrés en la planta genera dafios irreversibles a los 4cidos grasos
poliinsaturados de la membrana celular, por lo que dos de los marcadores de estrés
oxidativo mds comtinmente utilizados para medir el dafio oxidativo de las células
son la concentracion de H20: y la peroxidacion lipidica de los lipidos de membrana,
medida como la concentracion de derivados de MDA. Estos dos pardmetros fueron

evaluados en este experimento (Figura 19 y Figura 20).

El estrés en las plantas aument6 la acumulacion de H20», pero cuando
eran irrigadas con la solucion nutritiva enriquecida en K* y Ca?* dicha acumulacion
disminuia. Para el contenido de MDA, los resultados obtenidos fueron similares: la
adicion de K* y Ca? extra a la solucion nutritiva, redujo el nivel de peroxidacion

lipidica de las plantas.

Tanto la acumulaciéon de H:0: como la peroxidaciéon lipidica de la
membrana conducen a un dano oxidativo de las células, inhibiendo la fotosintesis
e induciendo la inhibicion del crecimiento de las plantas (Rivero y col., 2007; Rivero
y col., 2014). Estos resultados muestran que las plantas de tomate donde se acumulé
H20: a concentraciones mas altas (Figura 19), mostraron una mayor peroxidacion
lipidica (Figura 20) y un deterioro significativo de los pardmetros fotosintéticos
(Figura 15, Figura 16 y Figura 17), con la consecuente inhibicion del crecimiento de
las plantas (Figura 9).

El deterioro de la maquinaria antioxidante celular en condiciones de

estrés abiotico puede ser causado por una sobreproduccién de ROS, una inhibicion
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de las enzimas antioxidantes, o ambos. Esta inhibicién puede ocurrir a niveles
transcripcionales o post-transcripcionales, o por modificaciones post-
traduccionales de las proteinas antioxidantes necesarias para contrarrestar los

efectos nocivos de las ROS.

Después de examinar los mapas de calor correspondientes a los genes y
enzimas relacionadas con el metabolismo oxidativo (Figura 21), se observo que las
plantas de tomate tienen una respuesta antioxidante especifica bajo la combinacién
de salinidad y alta temperatura, y que la respuesta de los genes o enzimas no se
puede deducir de las respuestas individuales de la salinidad o la alta temperatura
aplicados de forma independiente. Estos resultados confirman los obtenidos
previamente por Riveroy col. (2014), Martinez y col. (2016), y Martinez y col. (2018),
y resaltan la importancia de estudiar los estreses abioticos combinados y no como

estreses individuales.

En relacion al ciclo del sistema antioxidante, la inhibicién de una o mas
de estas enzimas en plantas cultivadas bajo el efecto de la salinidad o bajo el efecto
combinado de la salinidad y la alta temperatura, puede explicar la alta
concentracion de H20: encontrada en estos tratamientos, donde la desintoxicacién
de este compuesto no fue tan eficiente en comparacion con las plantas de control.
Esto dio lugar a la acumulacion de este compuesto, el dafio oxidativo y la inhibicion
del crecimiento de las plantas (Rivero y col., 2007; Rivero y col., 2014).

La primera linea celular de defensa para la desintoxicacion de ROS esta
constituida por la SOD, la cual detoxifica los radicales superdxido (Oz-) dando lugar
a la formacion de H20: (Monk y col., 1989). En este sentido, la sobreproduccion de
H20: observada en los diferentes tratamientos de estrés aplicados en este
experimento se correlaciond perfectamente con la sobreexpresion de los transcritos
que codifican para los genes Fe-SOD y Cu/Zn-SOD (Figura 21), con un consiguiente
aumento en la actividad SOD. Los niveles de H20: encontrados en las plantas que
estaban sometidas a estrés pero que fueron suplementadas con la soluciéon nutritiva
enriquecida con K* y Ca?, fueron mas bajos que los de las plantas cultivadas con la
solucién nutritiva normal bajo las mismas condiciones de estrés, lo que puede
deberse a: (1) una menor produccidén de este compuesto en estos tratamientos,
debido a los efectos beneficiosos del suministro adicional de K* y Ca* en

condiciones de estrés, o (2) una detoxificacion del H202> mas efectiva impulsada por
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una sobreexpresion de los transcritos que codifican para el gen Fe-SOD (Figura 21)
con el consiguiente aumento en la actividad de la proteina SOD bajo esas mismas
condiciones. La acumulacion de H20: también tiene un efecto perjudicial en las
células vegetales, lo que se correlaciona con los resultados obtenidos en la biomasa
de las plantas que estaban sometidas a los distintos estreses del experimento (Foyer
y Noctor, 2005). Por lo tanto, un sistema de detoxificacion del H20: de las células
que sea eficaz debe funcionar en coordinacion para evitar la acumulacion celular
de este compuesto. En este sentido, la CAT y las enzimas pertenecientes al ciclo del

ascorbato-glutation acttian juntos para desintoxicar el H20: de las células a H:0.

GST, PhGPX y GPX catalizan la reduccion dependiente de GSH de H20»
y peroxidos organicos, incluidos los perodxidos lipidicos a H20 o alcoholes
(Ahanger y col., 2017). El ciclo de la ascorbato-glutation (AsA-GSH) acttia en
paralelo a la CAT en la desintoxicacion efectiva de H20:. En este experimento, la
transcripcion de los diferentes transcritos que codifican para las enzimas
antioxidantes del ciclo AsA-GSH se vieron afectados de manera diferente segtin el
tratamiento de estrés y la solucion de riego utilizada. Por lo tanto, el estrés por
salinidad regul6 a la baja las transcripciones que codifican para APX, DHAR y

NADPH oxidasa, con la consecuente inhibicion de las enzimas relacionadas.

Por otro lado, la suplementacién de plantas con la solucion nutritiva
enriquecida parece inducir la transcripcion de todos los genes involucrados en la
desintoxicacion eficiente de H20: (es decir, SIAPX, SIDHAR, SIMDHAR, SIGR,
SINADPH oxidasa ), reduciendo significativamente el dafio oxidativo observado en
plantas cultivadas bajo la combinacion de salinidad y temperatura, y la activacion
de genes relacionados con el estrés implicados en los mecanismos de sefializacion
para la desintoxicacion de ROS (Ahmad y col., 2018). Por lo tanto, K* y Ca? pueden
contribuir al mantenimiento de la homeostasis redox celular, protegiendo la
fotosintesis y los sistemas de transporte de electrones y aumentando la tolerancia

de las plantas a los estreses abioticos.

Estos resultados se correlacionaron bien con los datos obtenidos para el nivel
de peroxidacidn lipidica en estas plantas (Figura 20), donde se observé que el K*y
Ca? usados en concentraciones mas altas que las recomendadas disminuyeron el
nivel de peroxidacion lipidica en los tratamientos de salinidad y el tratamiento de

estrés combinado de salinidad y alta temperatura en comparacion con las plantas
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irrigadas con la solucién nutritiva normal y cultivada en las mismas condiciones

de estrés.

Este capitulo destaca la importancia de la nutricion de las plantas en los
procesos de sefalizacion que controlan las respuestas de tolerancia de las plantas a
la combinacion de estrés abiodtico.En este sentido, los resultados pueden indicar que
Ky Ca* podrian desempefar un papel en la regulacion transcripcional de los
genes que codifican para las enzimas involucradas en la reduccion del H20: y, en
consecuencia, también pueden desempeniar un papel en la proteccion de los lipidos
de membrana en condiciones de estrés abidtico. Sin embargo, se necesitan mas
estudios para dilucidar completamente el papel de K* y Ca?* en estos mecanismos

de sefalizacion.
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5.2. EXPERIMENTO 2: SELECCION DE LINEAS RECOMBINANTES DE TOMATE CON
DIFERENTE TOLERANCIA A LA COMBINACION DE SALINIDAD Y ALTA TEMPERATURA

5.2.1. seleccidon en invernadero

El experimento se realizd bajo condiciones de invernadero, donde se
cultivaron 84 lineas recombinantes de tomate en dos mddulos distintos, usando
como sustrato lana de roca. En el moédulo A se fijé una temperatura ambiental de
25°C, y a las plantas se les suministré una solucién Hoagland completa. El médulo
B fue fijado a una temperatura ambiental de 35°C, y a las plantas se les administro
una solucion nutritiva Hoagland completa, pero modificada con 75 mM de NaCl.
Las lineas recombinantes crecieron en ambos invernaderos bajo estas condiciones
hasta el momento de la floracion (aproximadamente cuatro semanas después de su
trasplante a los invernaderos), momento en el que se procedid a su muestreos. No
se obtuvieron datos relevantes de 22 de las 84 lineas RILs estudiadas, por lo que se

descartaron de la interpretacion de resultados y de los siguientes ensayos.

Biomasa de las plantas

Una vez finalizado el experimento, se determino el vigor de cada una de las
lineas recombinantes. Los pesos frescos de las plantas control variaron desde los
aproximadamente 125 gramos por planta, que se obtuvieron con la RIL-50, hasta
los 444 gramos de linea RIL-16 (Figura 22).

Bajo condiciones de combinacién de salinidad y temperatura, los pesos
frescos de las plantas disminuyeron de manera general en casi todas las lineas
estudiadas, variando desde los 65 g obtenidos en la linea RIL-1 hasta los 301 g de
la linea RIL-76 (Figura 23).
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Figura 22: Vigor de las distintas lineas de tomate en condiciones control. Los valores corresponden al promedio de peso fresco
de las distintas plantas.
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Figura 23: Vigor de las distintas lineas de tomate en condiciones de combinacion de salinidad y alta temperatura (75 mM
NaCl + 35°C). Los valores corresponden al promedio de peso fresco de las distintas plantas.
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Tolerancia

Una vez conocidos los pesos de las plantas en fresco, se determino el grado
de tolerancia a la combinacion de salinidad y alta temperatura de las diferentes
lineas recombinantes de tomate. Para facilitar este estudio, este grado de tolerancia
se dividio en tres categorias dependiendo de la diferencia de vigor obtenida en las
plantas sometidas a estrés combinado respecto a sus respectivas plantas control
(Tabla 12). El limite de los grupos de estableci6 en base a la linea de tomate mas
tolerante y menos tolerante, es decir, la linea RIL-60 con casi un 100% de tolerancia

(Figura 25), y la linea RIL-69, con tan s6lo un 27% de tolerancia (Figura 29).

Tabla 12: Grupos de tolerancia de las distintas lineas de tomate en base a la
variacion de peso fresco que se obtuvo en las plantas sometidas a estrés combinado respecto
a las plantas control.

Rango Y%tolerancia
Muy tolerantes 100%-76%
Tolerancia intermedia 75%-51%
Poco tolerantes 50-27%

Las lineas muy tolerantes, cuyo crecimiento en condiciones de estrés superd
el 76% del vigor de la planta con respecto a condiciones control, se recogen en la
Figura 24. La Figura 25 recoge la variacion de peso fresco obtenido en las plantas
muy tolerantes, tanto en condiciones control como en condiciones de estrés abidtico

combinado.

La linea mas tolerante fue la linea RIL-60, con una tolerancia casi del 100%
(Figura 24), ya que el peso fresco de las plantas sometidas al estrés combinado de
salinidad y temperatura fue similar al peso fresco de las plantas control (Figura 25).

La menos tolerante del grupo fue la RIL-20, con una tolerancia de en torno al
76%, donde se observaron diferencias significativas entre el peso fresco de las
plantas bajo condiciones control y bajo condiciones de estrés combinado.

Las lineas en las que también se encontraron diferencias significativas entre
el peso fresco de las plantas bajo condiciones 6ptimas de cultivo y las que crecieron
bajo el efecto de la salinidad y la alta temperatura fueron la linea RIL-41 y la RIL-
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76 (Figura 25). En el resto de plantas la accion combinada de los estreses abioticos

no vario significativamente el peso fresco de las plantas.
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Figura 24: Tolerancia a la combinacion de salinidad y alta temperatura expresada

en porcentaje de las lineas recombinantes de tomate definidas como “Muy tolerantes” a la
combinacién de salinidad y alta temperatura.
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Figura 25: Peso fresco de las lineas de tomate definidas como “Muy tolerantes” en
condiciones control y bajo la combinacién de salinidad y alta temperatura (75 mM NaCl +
35°C). Los datos representan medias + SE (n=4). Las barras con letras diferentes dentro de
cada panel representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

Las lineas con tolerancia intermedia (Figura 28) fueron las que presentaron
un crecimiento de las plantas en condiciones de estrés de entorno al 51%-75%
respecto a condiciones control. Dentro de este rango, la que mayor tolerancia
presento fue la linea RIL-67, con un crecimiento en condiciones de estrés del 74%
respecto al control. La linea que menor tolerancia presento fue la linea RIL-31, con

un porcentaje de tolerancia del 53%.

La accion combinada de la salinidad y la temperatura redujo
significativamente el peso fresco de las plantas en condiciones de estrés respecto a

las plantas control en todas las lineas (Figura 29).
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Figura 26: Tolerancia expresada en porcentaje de las lineas de tomate definidas
como de “Tolerancia intermedia” a la combinacién de salinidad y alta temperatura.
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Figura 27: Peso fresco de las lineas de tomate definidas como de “Tolerancia intermedia” en condiciones control y en
condiciones de estrés combinado de salinidad y alta temperatura (75 mM NaCl + 35°C). Los datos representan medias + SE (n=4). Las
barras con letras diferentes dentro de cada panel representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).
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Las lineas poco tolerantes fueron las que crecieron en torno a un 27-50% bajo
condiciones de estrés abidtico combinado respecto a las plantas control (Figura 28).
La linea mas tolerante dentro de este grupo fue la linea RIL-73, que presentd una
tolerancia de entorno al 50%. La linea menos tolerante fue la linea RIL-69, que
presenté una tolerancia del 27%. Esta linea también fue la que menor grado de
tolerancia presentd a la combinacién de salinidad y alta temperatura de todo el

ensayo.

La accion combinada de la salinidad y la temperatura dio lugar a una
reduccion significativa del crecimiento de las plantas crecidas bajo condiciones de
estrés combinado respecto a las crecidas bajo condiciones control en todas las lineas

recombinantes del grupo estudiadas (Figura 29).
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Figura 28: Tolerancia expresada en porcentaje de las lineas de tomate definidas
como “Poco tolerantes” a la combinacién de salinidad y alta temperatura.
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Figura 29: Peso fresco de las lineas de tomate definidas como de “Poco tolerantes”
en condiciones control y bajo combinacién de salinidad y alta temperatura (75 mM NaCl +
35°C). Los datos representan medias + SE (n=4). Las barras con letras diferentes dentro de
cada panel representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

Lineas seleccionadas

Una vez hecha la division de las diferentes RILs en funcion de su grado de
tolerancia a la combinacion de salinidad y alta temperatura, se procedio a la
selecciéon del2 lineas. Estas fueron crecidas de nuevo bajo condiciones controladas
de camara de cultivo con el objetivo de comprobar si los rangos de tolerancia eran
reproducibles y extrapolables del invernadero a las camaras (Tabla 13). Las 12
lineas se seleccionaron con rangos crecientes de tolerancia, de menos a mas
tolerante y cogiendo distintas lineas representativas de cada grupo de tolerancia
anteriormente establecido. Asi, de las lineas denominadas como “Muy tolerantes”,
se seleccionaron la linea RIL-11, la RIL-20 y la RIL-76. La RIL-76 y la RIL-20 se
seleccionaron porque fueron de las plantas que mds biomasa presentaron bajo
condiciones control y de combinacién de estreses abidticos dentro de las muy
tolerantes. La linea RIL-11 se selecciond porque tenia una menor biomasa y las
diferencias entre los pesos en condiciones Optimas y de estrés no fueron

significativas.
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De las lineas definidas como “Tolerancia intermedia”, se seleccionaron las
siguientes: RIL-18, RIL-40, RIL-66, RIL-73, RIL-74 y RIL-77, presentando entre ellas

diferentes rangos de tolerancia y crecimiento de menos a mas.

Las lineas seleccionadas del grupo “Poco tolerantes” fueron la linea RIL-16,
la linea RIL-25, linea RIL-69 y la linea RIL-73. La linea RIL-69 fue la que menor
porcentaje de tolerancia presentd en el experimento, y se eligié junto con la RIL-16
porque desarrollaron una biomasa similar. Las lineas RIL-25 y RIL-73 obtuvieron

una biomasa similar, pero presentaron una tolerancia mayor a las anteriores.

Tabla 13: Lineas seleccionadas en base a su rango de tolerancia para la consecucion
de los siguientes experimentos.

Lineas seleccionadas Rango

RIL-11 Muy tolerante (76-100%)
RIL-20 Muy tolerante (76-100%)
RIL-76 Muy tolerante (76-100%)
RIL-18 Tolerancia intermedia (51-75%)
RIL-40 Tolerancia intermedia (51-75%)
RIL-66 Tolerancia intermedia (51-75%)
RIL-74 Tolerancia intermedia (51-75%)
RIL-77 Tolerancia intermedia (51-75%)
RIL-16 Poco tolerante (27-50%)

RIL-25 Poco tolerante (51-75%)

RIL-69 Poco tolerante (27-50%)

RIL-73 Poco tolerante (27-50%)

5.2.2. selecciOn en camara de cultivo

Una vez seleccionadas estas 12 lineas recombinantes de tomate con distintos
rangos de tolerancia (Tabla 13), se procedi®é a realizar un ensayo de
reproducibilidad y segunda selecciéon en cdmara de cultivo con las mismas
condiciones que el ensayo realizado en invernadero tal y como se ha descrito en el

apartado Material y Métodos.
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Tolerancia

Una vez concluido el experimento en cdmara, se procedié a determinar el PF
de las hojas en plantas control y plantas crecidas bajo la combinacion de salinidad
y alta temperatura. Una vez conocido este parametro, se procedio al calculo del
grado de tolerancia de la misma manera que se realizo en el experimento anterior
(Figura 30).

La linea mas tolerante fue de nuevo la RIL-76, con una tolerancia de casi el
80%, ya que las plantas de esta linea presentaron una biomasa bajo condiciones de
estrés combinado superior al 80% a la obtenida en las plantas control, lo que se
corresponde con el anterior experimento. Ademas, la aplicacion conjunta de los
estreses de salinidad y temperatura no tuvo efectos significativos sobre el peso

fresco de las plantas respecto a las plantas control (Figura 31).

Las lineas RIL-11 y RIL-20, que también se seleccionaron como “Muy
tolerantes” perdieron tolerancia a la accion de los estreses combinados, situandose
en este experimento en cdmara de cultivo en un 50% y un 60%, respectivamente, a
pesar de que la linea RIL-11 fue la que mayor biomasa presentd bajo condiciones
control. Ademas, en estas lineas, los valores de tolerancia obtenidos durante este
experimento en camara de cultivo, no se correspondieron con los obtenidos
anteriormente bajo condiciones de invernadero. La linea RIL-11 perdi6 en torno a

un 30% de tolerancia frente al 15% que perdi6 la linea RIL-20.

Las lineas menos tolerantes fueron la RIL-40 y la RIL-66, con una tolerancia
de en torno al 20% y al 27% respectivamente. La RIL-40 no reprodujo los resultados
obtenidos en la primera seleccion, ya que su tolerancia disminuy¢ del 64% al 27%,
en cambio, la linea RIL-69, obtuvo unos valores de tolerancia similares a los

descritos anteriormente.

A pesar de que las lineas RIL-11, RIL-18, y RIL-73 presentaron una biomasa
superior al resto de plantas bajo condiciones control, la tolerancia de las mismas
fue de entorno a un 44% y un 40% en el caso de las lineas RIL-18 y RIL-73, y de un
49% en el caso de la linea RIL-11, perdiendo gran cantidad de esta biomasa cuando
estas lineas eran crecidas bajo la combinacidn de estreses abioticos.
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Figura 30: Tolerancia expresada en porcentaje a los estreses combinados de
salinidad y alta temperatura de las 12 lineas de tomate seleccionadas en este experimento.
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PESO FRESCO
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Figura 31: Peso fresco de las 12 lineas de tomate seleccionadas en condiciones
control y bajo combinacion de salinidad y alta temperatura (75 mM NaCl + 35°C). Los datos
representan medias + SE (n=4). Las barras con letras diferentes dentro de cada panel
representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

Lineas seleccionadas

Una vez terminado el estudio de reproducibilidad de las 12 lineas se
volvieron a seleccionar inicamente 5 lineas, de esas 12, con distintos rangos de
tolerancia la combinacion de estreses para la consecucion del siguiente
experimento. Los rangos se establecieron tomando como referencia la tolerancia

obtenida en esta segunda seleccidn. Asi, las lineas seleccionadas se recogen en la
Tabla 14.
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Tabla 14: Lineas seleccionadas en base a su rango de tolerancia para la consecucion
de los siguientes experimentos.

Lineas seleccionadas Rango

RIL-76 Muy tolerante (60-100%)
RIL-74 Muy tolerante (60-100%)
RIL-18 Tolerancia intermedia (40-60%)
RIL-73 Tolerancia intermedia (40-60%)
RIL-66 Poco tolerante (20-40%)

5.2.3. Discusion

Este estudio fue disefiado para obtener una primera informaciéon de la
respuesta de las RILs a los estreses combinados de salinidad y alta temperatura,
dos condiciones ambientales que normalmente se dan de manera conjunta en las
regiones aridas y semidridas del mundo. Tanto la salinidad como la alta
temperatura se han estudiado ampliamente como estreses individuales, y se ha
logrado tener un gran conocimiento sobre los mecanismos fisioldgicos y
moleculares que subyacen en el proceso de adaptacion de las plantas a dichos
estreses (Rivero y col.,, 2014). No obstante, la respuesta de las plantas al estrés
combinado no puede deducirse de la respuesta que éstas presentan a los estreses
aplicados de manera individual (Mittler y Blumwald, 2010), ya que presenta
componentes especificos, la mayoria de las veces no observables, cuando estos

estreses son aplicados de forma aislada (Rivero y col., 2019).

Los resultados descritos anteriormente demuestran que los estreses de
salinidad y alta temperatura aplicados de manera conjunta tuvieron un impacto
negativo en el desarrollo de las plantas, ya que, aquellas que se cultivaron bajo
dichas condiciones, presentaron una biomasa menor que las que crecieron en
condiciones Optimas de cultivo (Figura 22, Figura 23). No obstante, el efecto del
estrés combinado no causo el mismo efecto en las distintas RILs estudiadas, ya que
presentaron diferentes rangos de tolerancia a la combinacion de salinidad y alta
temperatura. En la primera seleccion de lineas RILs que se llevé a cabo bajo

condiciones de invernadero, las diferencias de tolerancia variaron desde una
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tolerancia de casi el 100% que presento la linea RIL-60, hasta una tolerancia del 27%

que presento la linea RIL-69.

Esta diferencia en los rangos de tolerancia entre las plantas estudiadas podria
tener su origen en la hibridacion de las variedades S. pimpinellifolium L. y S.
lycopersicum L. Como se ha mencionado anteriormente, S. pimpinellifolium L. tiene
su origen en zonas de Sudamérica (Blanca y col., 2015; Lin y col., 2019) donde las
plantas estan expuestas a condiciones ambientales adversas como la salinidad y la
alta temperatura (Blanca y col., 2012; Zuriaga y col., 2009), lo que ha propiciado que
esta variedad silvestre muestre una mayor tolerancia a dichos estreses, una
cualidad fenotipica que se ha perdido durante el proceso de domesticacion del
tomate actualmente cultivado (Bai y Lindhout, 2007; Lyu, 2016). Es posible, por lo
tanto, en base a los resultados obtenidos, que las RILs que presentan mayor rango
de tolerancia a los estreses abiodticos aplicados hayan heredado segmentos
cromosomicos que incluyan a los genes involucrados en la respuesta al estrés
abiotico del parental silvestre, y que, por consiguiente, estén filogenéticamente mas
cercanas a dicho parental que a la variedad S. lycopersicum L. Esta teoria estaria en
concordancia con los resultados obtenidos por Razali y col. (2018), donde se
demostré6 mediante un andlisis genémico que la variedad silvestre S.
pimpinellifolium L. estd enriquecida en genes involucrados en la respuesta al estrés
abidtico en comparacién con la variedad comercial. Por el contrario, es de suponer
que las lineas que presentaron una menor respuesta adaptativa a la accion de los
estreses combinados de salinidad y alta temperatura debian estar
filogenéticamente mas cercanas a la variedad comercial que a la variedad silvestre
en cuanto a la resistencia a estreses abioticos se refiere. Por el contrario, aunque el
crecimiento vegetativo de las plantas ante la combinacion de estreses difiera entre
las lineas sensibles y tolerantes, en el Experimento 4 se vera que esas diferencias en
el rango de tolerancia no son determinantes para la calidad de los frutos, ya que
estos no llegaron a obtener los parametros de calidad demandados por el mercado

actual ni en la linea sensible ni en la linea tolerante.

Las lineas RILs seleccionadas para la consecucién de los siguientes
experimentos (Tabla 13) fueron elegidas de entre los diferentes rangos de
tolerancia. De esta manera, se pudo establecer comparaciones entre la respuesta de

las plantas mas tolerantes y aquellas que tenian menor capacidad de adaptacion.
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No obstante, y como indica Lin y col. (2014) en sus estudios, a lo largo de la historia
de la mejora vegetal, la seleccion ha ido mas orientada hacia el fenotipo de los frutos
que a la adaptacion de las plantas a condiciones adversas, por lo que en los
siguientes ensayos también se tendra en cuenta, a parte del rango de tolerancia de

las lineas seleccionadas, el comportamiento agronomico de las mismas.

Las RILs también son una poblacién interesante de estudio debido a que las
lineas son genéticamente homocigdticas, por lo que pueden distribuirse y
replicarse para distintos experimentos en diferentes laboratorios y entornos
(Ashrafi y col., 2009; Paran y col., 1995), lo que supone una caracteristica crucial
para cuantificar el efecto de la interaccion del ambiente en los rasgos agronémicos
de las plantas (Capel y col., 2015). El segundo estudio de seleccién de las RILs
confirma esta afirmacién, ya que, salvo alguna excepcion, los resultados de
tolerancia a los estreses combinados de salinidad y alta temperatura que se
obtuvieron en el experimento realizado en cdmara de cultivo (Figura 30), donde las
condiciones climaticas tienen un control mas estricto, guardaron similitud con los
resultados encontrados en la primera seleccién que se realizé bajo condiciones de

invernadero.

Las lineas RIL-69, RIL-66, RIL-73, RIL-25, RIL-18 RIL-74 y RIL-76 variaron su
porcentaje de tolerancia respecto al experimento anterior en menos de un 10%, lo
que puede considerarse una respuesta aceptable, ya que, el estrés combinado,
puede afectar de diferente manera dependiendo del estado de desarrollo en el que
se encuentre la planta (Mittler, 2006; Rivero y col., 2019). En cambio, las lineas RIL-
40 y RIL-11 variaron su rango de tolerancia al estrés en torno a un 40%, lo que
demuestra que la respuesta de las plantas a diferentes estreses aplicados de manera
combinada es muy compleja, puesto que la reaccidn a dichos estreses esta
controlada por diferentes e, incluso, opuestas vias de sefializacién que pueden

interactuar e inhibirse mutuamente (Suzuki y col., 2014).

Por ello, la seleccion de las 5 lineas con la que se llevaria a cabo el siguiente
experimento (Tabla 14) se realiz6 teniendo en cuenta si los resultados de tolerancia
del primer ensayo, que se llevé a cabo en el invernadero, habian sido consistentes

con los encontrados en el ensayo realizado en la cdAmara de cultivo.
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5.3.  EXPERIMENTO 3: RESPUESTA FISIOLOGICA DE 5 LINEAS RECOMBINANTES
SELECCIONADAS CON DIFERENTE TOLERANCIA A LA COMBINACION DE ESTRESES
ABIOTICOS

5.3.1. Biomasa

Teniendo en cuenta que las 5 lineas seleccionadas en el experimento anterior
presentaron diferentes rangos de tolerancia ante la combinacion de salinidad y alta
temperatura, éstas se convirtieron en una herramienta fundamental para descifrar
los posibles mecanismos celulares implicados en dicha tolerancia y céomo la
combinacion de salinidad y alta temperatura puede diferir de estos estreses

aplicados individualmente.

Las 5 lineas seleccionadas fueron cultivadas en cdma de cultivo y sometidas
a los estreses simples de salinidad (75 mM NaCl) y temperatura (35°C) y al estrés
combinado de ambos. Una vez concluido el experimento, se procedié a determinar
la produccion de biomasa de las plantas, el estado nutricional de las hojas y raices,
las relaciones hidricas y los pardmtetros fotosintéticos y de fluorescencia de las
clorofilas de cada una de las lineas bajo el efecto de los distintos tratamientos.

Peso fresco

La linea RIL-18 (Figura 32) fue la que menor biomasa presento bajo todos los
tratamientos aplicados (estrés salino, estrés de temperatura y estrés combinado de
salinidad y temperatura) respecto al resto de lineas (RIL-74, RIL-76, RIL-66 y RIL-
73). En cuanto a los estreses aplicados de manera individual, la salinidad redujo
significativamente la biomasa de RIL-18 respecto a las plantas control, y el
tratamiento de temperatura no causé ningun efecto. Cuando el estrés fue aplicado
de forma combinada (salinidad + alta temperatura) se observé un descenso en la
biomasa de las plantas en torno al 26% respecto a las plantas control.

En la linea RIL-66 (Figura 32) los estreses individuales de salinidad y
temperatura no causaron efectos significativos sobre el peso fresco, aunque el
incremento de temperatura aument6 ligeramente la biomasa de estas plantas
respecto a las plantas control. Cuando el estrés era aplicado de forma combinada,

la biomasa de las plantas se redujo significativamente respecto al resto de
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tratamientos y también con respecto a las plantas control (en aproximadamente un
15%).
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Figura 32: Peso fresco de las plantas cultivadas bajo los tratamientos control (25°C), Salinidad (75 mM NaCl), Alta temperatura (35°C)
y Salinidad + Alta temperatura (75 mM NaCl + 35°C). Los datos representan medias + SE (n=4). Las barras con letras diferentes dentro
de cada panel representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).
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La linea RIL-73 (Figura 32) fue la que mayor biomasa presento bajo todas las
condiciones aplicadas. Los estreses individuales de salinidad y temperatura no
causaron efectos significativos sobre la produccion la biomasa de estas plantas
respecto a su control, aunque si se observo un ligero descenso de la biomasa de las
plantas sometidas a condiciones salinas, y un ligero aumento en la biomasa de las
plantas que estuvieron bajo el estrés de alta temperatura. El estrés aplicado de
forma combinada redujo la biomasa de las plantas respecto a las plantas control,

pero no fue significativo.

La linea RIL-74 tuvo un comportamiento similar al descrito para la linea RIL-
18. En cuanto a los estreses individuales, la salinidad redujo significativamente la
biomasa de las plantas respecto a las plantas control, y la alta temperatura no afecté
a este crecimiento. Los estreses de salinidad y alta temperatura aplicados de forma
combinada redujeron el peso fresco de las plantas respecto a las plantas control en

torno a un 41%.

En cuanto a la linea RIL-76 (Figura 32) la salinidad no causé un efecto
significativo respecto a las plantas control en produccion de biomasa total, ni
aplicado de forma individual ni de manera combinada junto al estrés de alta
temperatura. Cuando la alta temperatura era aplicada de forma individual, en

cambio, la biomasa de las plantas aument6 significativamente.

Peso seco

El peso seco de las plantas (Figura 33) se determiné una vez que las plantas

habian perdido su contenido en agua.
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Figura 33: Peso seco de las plantas cultivadas bajo los tratamientos control (25°C), Salinidad (75 mM NaCl), Alta temperatura (35°C)
y Salinidad + alta temperatura (75 mM NaCl + 35°C). Los datos representan medias + SE (n=4). Las barras con letras diferentes dentro
de cada panel representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).
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La linea RIL-18 y la linea RIL-76 Figura 33) tuvieron un comportamiento
similar. El peso seco de las plantas sometidas a un estrés por temperatura fue
significativamente mayor que el peso seco obtenido en las plantas del resto de
tratamientos (control, salinidad y salinidad + alta temperatura), las cuales no

mostraron diferencias significativas entre ellas.

En la linea RIL-66 (Figura 33) el peso seco mas alto se registrd en el
tratamiento de alta temperatura, aunque no presentd diferencias significativas
respecto a las plantas control ni a las que habian sido sometidas a los estreses de
manera combinada (salinidad + alta temperatura). El tratamiento salino aplicado
de forma individual redujo el peso de las plantas significativamente respecto al
tratamiento de alta temperatura, pero no mostré diferencias significativas con el

tratamiento control.

En la linea RIL-74, el estrés salino aplicado de forma individual y es el estrés
combinado de salinidad y alta temperatura redujeron significativamente el peso
seco de las plantas respecto al control y respecto al tratamiento individual de alta

temperatura, que no mostraron diferencias significativas entre ellos.

Por ultimo, en la linea RIL-76, el estrés individual de alta temperatura
aumento significativamente el peso seco de las plantas respecto a las plantas control
y al resto de tratamientos (salinidad y estrés combinado), los cuales no mostraron

diferencias significativas respecto al tratamiento control.

5.3.2. Tolerancia a los Estreses simples o combinados

Las siguientes figuras (Figura 34, Figura 35 y Figura 36) muestran el
porcentaje de tolerancia de las 5 lineas seleccionadas para este experimento a los
distintos estreses aplicados, tanto de manera individual como combinada. Las
lineas recombinantes usadas en este experimento se muestran ordenadas segun el

rango de tolerancia obtenido en cada uno de los tratamientos.

Tolerancia a la salinidad

Las lineas de tomate mas tolerantes a la salinidad fueron la linea RIL-76 y la
RIL-66, con una tolerancia del 99% (Figura 34). En estas lineas la salinidad no causé

una disminucién en la biomasa de las plantas, ya que tuvieron pesos frescos
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similares a las plantas de sus respectivos controles. La linea RIL-73 mostré una
tolerancia a la salinidad del 90%, y la linea RIL-18 del 80%, de lo que se deduce que
el efecto de salinidad causo una pérdida en la biomasa de las plantas del 10% y del
20%, respectivamente, comparadas con las plantas de las mismas lineas en
condiciones control. Por ultimo, la linea RIL-74 fue la que menor rango de
tolerancia a la salinidad presento, ya que el peso fresco de las plantas sometidas al

tratamiento salino fue un 30% menor que el de las plantas del tratamiento control.
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Figura 34: Porcentaje de tolerancia de las distintas lineas de tomate sometidas a
estrés de salinidad simple (75 mM NaCl). Los datos corresponden al promedio del peso
fresco de las plantas del tratamiento de salinidad comparado con el promedio del peso
fresco de las plantas control.

Tolerancia a la alta temperatura

El porcentaje de tolerancia el estrés por alta temperatura (Figura 35) fue
superior al 100% en todas las lineas, lo que indica que las plantas de las distintas
lineas sometidas a dicho estrés crecieron mds que las plantas de sus respectivos
controles. Al igual que ocurria con la tolerancia a la salinidad, la linea que mayor
tolerancia a la alta temperatura presento fue la linea RIL-76, con un aumento en el
peso fresco de las plantas sometidas al estrés de temperatura de mas del 50%

respecto a las plantas control. La linea RIL- 73 y la linea RIL-74 mostraron un



152 MARIA GARCIA MARTI

comportamiento similar, con un aumento en el peso freso de las plantas bajo el
tratamiento de alta temperatura del 12% respecto a las plantas control. Las plantas
de la linea RIL-66 cultivadas a 35°C obtuvieron un peso fresco entorno al 6%
superior respecto a las plantas control. Por ultimo, en la linea RIL-18, el peso fresco
de las plantas sometidas al estrés de alta temperatura fue similar al peso fresco de

las plantas obtenido en condiciones control.
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Figura 35: Porcentaje de tolerancia de las distintas lineas de tomate sometidas al
estrés de alta temperatura simple (35°C). Los datos corresponden al promedio del peso
fresco de las plantas del tratamiento de temperatura comparado con el promedio del peso
fresco de las plantas control.

Tolerancia a la combinacién de salinidad y alta temperatura

Al igual que ocurria con el estrés de salinidad, el estrés combinado de
salinidad y alta temperatura redujeron el peso fresco de las plantas en todas las
lineas recombinantes testadas, ya que todas presentaron un rango de tolerancia
menor al 100% (Figura 36).

La linea RIL-76 volvid a ser la que mayor tolerancia mostrd frente a los
estreses de salinidad y alta temperatura, ya que dichos estreses solo redujeron el
peso fresco de las plantas en menos de un 10% respecto a las plantas control. La

linea RIL-73 y la linea RIL-66 mostraron una reduccion del peso fresco en torno al
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12% y al 16%, respectivamente. En la linea RIL-18, el estrés combinado redujo el
peso fresco de las plantas mas de un 25% respecto a las plantas control. Por taltimo,
al igual que ocurria con el estrés salino, la linea RIL-74 fue la que presenté menor
rengo de tolerancia, ya que el peso fresco de las plantas sometidas al estrés

combinado se redujo en mas de un 40% respecto a las plantas control.

% TOLERANCIA SALINIDAD+TEMPERATURA

RIL-76
2
G RIL-73 e ———
£
=
S RIL-66 I
]
3
£ RIL-18  ——
-

RIL-74 R —

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

% diferencia de biomasa

Figura 36: Porcentaje de tolerancia de las distintas lineas de tomate sometidas a la
combinacién de salinidad y alta temperatura (75 mM NaCl + 35°C). Los datos corresponden
al promedio del peso fresco de las plantas del tratamiento de estrés combinados comparado
con el promedio del peso fresco de las plantas control.

5.3.3. Estado nutricional de las plantas

Con esta aproximacion se pretendia determinar la influencia de los estreses
simples de salinidad y alta temperatura y la combinaciéon de ambos sobre la
concentraciéon final de calcio (Ca*), potasio (K*) y sodio (Na*), tres de los
macronutrientes mas importantes en plantas y conocidos por estar implicados en
procesos de tolerancia al estrés abidtico del metabolismo celular. Estos cationes
fueron analizados tanto en la hoja como en la raiz de las 5 lineas recombinantes de

tomate seleccionadas a tal efecto. También se establecio la relacién K*/Na* en ambas
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partes de la planta por ser un indice bastante indicativo de la toxicidad celular de

Na* bajo condiciones de elevada salinidad.

Concentracion foliar de Ca*

En la linea RIL-18 (Figura 37), la mayor concentracion de Ca?* se encontrd
aquellas plantas cultivadas bajo condiciones control. El estrés salino no afectd de
forma significativa a la concentracion final de Ca?" en hojas respecto a las plantas
control, aunque si disminuy¢ ligeramente. El estrés por alta temperatura también
redujo la concentracion final de Ca?* en hojas respecto a la concentracion
encontrada en las plantas control. Finalmente, la concentracion mas baja de Ca?* se
hallé en plantas sometidas a la combinacion de salinidad y alta temperatura, siendo
significativamente menor respecto al resto de tratamientos y respecto a las plantas

control.

La aplicacion de salinidad y alta temperatura de forma individual no afect6
a la concentracion final de Ca? en hojas de la linea RIL-66, ya que no se hallaron
deferencias significativas entre las plantas sometidas a los distintos tratamientos
respecto a las plantas control. En cambio, cuando estos estreses eran aplicados
conjuntamente, la concentracion final de Ca?* si disminuy¢ significativamente

respecto al resto de tratamientos.

En la linea RIL-74, la concentracion de Ca?* no se vio significativamente
afectada respecto a las plantas control bajo ninguno de los estreses, ni los aplicados
de manera individual (salinidad y alta temperatura) ni combinados. En cambio, se
observo que el tratamiento de alta temperatura disminuyd significativamente la
concentracion de Ca?* en las hojas de las plantas respecto a las plantas que habian
sido sometidas al tratamiento salino, donde se encontrd la concentracion mas alta
de Ca?.

Algo similar a la linea anterior ocurri6 con la linea RIL-73 (Figura 37), donde
la mayor concentracién de Ca?* se encontro en las plantas que habian crecido bajo
el tratamiento de salinidad respecto al resto de tratamientos testados y respecto a
las plantas control. La aplicacion de alta temperatura combinada con salinidad
redujo la concentracion de Ca* en las hojas en esta linea recombinante respecto a
las plantas crecidas con sélo salinidad, aunque esa disminucién no fue significativa

respecto a las plantas control.
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Por ultimo, la linea RIL-76 se comport6é de manera similar a la RIL-66. Los
estreses aplicados de manera individual no afectaron a la concentracion final de
Ca? respecto a las plantas control. Los estreses combinados, en cambio,

disminuyeron dicha concentracion respecto al resto de tratamientos.
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Figura 37: Concentracién de Ca?* en las hojas de las distintas lineas de tomate en los tratamientos Control, Salinidad (75 mM
NaCl), Alta temperatura (35°C) y Salinidad + alta temperatura (75 mM NaCl + 35°C). La concentracién foliar de Ca?* esta expresada
como mmol kg peso seco. Los datos representan medias + SE (n=4) Las barras con letras diferentes dentro de cada panel representan
datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).
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Concentracion foliar de K*

La Figura 38 muestra la concentracion de K* en las distintas lineas de tomate
en los distintos tratamientos control, salinidad, alta temperatura y el estrés

combinado de salinidad y temperatura.

A simple vista, cabe destacar que las menores concentraciones de K* en la
hoja se encuentran en las plantas que fueron sometidas al estrés salino de forma
individual en las distintas lineas de tomate. Cuando el estrés de salinidad era
aplicado de forma conjunta con el estrés por alta temperatura la concentracion de
K* aumentaba respecto a la concentracion de este nutriente encontrado en el

tratamiento de salinidad aplicado de forma individual.

Estudiando las lineas de forma concreta, se observa que en la linea RIL-18
(Figura 38), como se ha mencionado anteriormente, la salinidad redujo la
concentracion de K* en las hojas respecto a las plantas control y al resto de
tratamientos. El estrés por alta temperatura no causé cambios significativos en la
concentracion de K* respecto a las plantas control. Finalmente, la aplicacion de los
estreses de manera combinada, causd una disminucion en la concentracion final de
K* respecto a las plantas control, pero no mostré diferencias significativas con el

resto de tratamientos.

En la linea RIL-66, la concentracién de K* mas elevada se encontro en las
hojas de las plantas que fueron sometidas al estrés por alta temperatura de forma
individual, respecto a las plantas control y a las plantas del resto de tratamientos.
En las plantas de esta linea recombinante que crecieron bajo el efecto de la salinidad
simple se hall6 una concentracién de K* menor que en las plantas control y que en

el resto de tratamientos.

Las lineas RIL-73, RIL-74 y RIL-76 presentaron un comportamiento similar
entre ellas. Las concentraciones mads bajas de K* se encontraron en aquellas plantas
que crecieron bajo el efecto del estrés salino aplicado de forma individual, los cuales
fueron significativamente menores que los encontrados en las plantas control y en
el resto de tratamientos. El estrés por alta temperatura y la combinacién de los
estreses de salinidad y alta temperatura no tuvo ningun efecto en la concentracién

final de K* en las hojas de las plantas de las diferentes lineas.
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Figura 38: Concentracién de K* en las hojas de las distintas lineas de tomate en los tratamientos Control, Salinidad (75 mM
NaCl), Alta temperatura (35°C) y Salinidad + Alta temperatura (75 mM NaCl + 35°C). La concentracion foliar de K* esta expresada
como mmol kg peso seco. Los datos representan medias + SE (n=4) Las barras con letras diferentes dentro de cada panel representan
datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).
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Concentracion foliar de Na* y relacion K*/Na*

Como era de esperar, la concentracion de Na* en las hojas fue
significativamente mas elevada en las plantas que habian sido sometidas a los
tratamientos salinos respecto a los tratamientos en los que no se aplico la sal (Figura
39). De todas las lineas, las concentraciones mas altas de Na* se encontraron en las
hojas de la linea RIL-18 que crecieron bajo cualquier condicion salina (es decir,
salinidad y salinidad + alta temperatura), y no tuvieron diferencias significativas

entre ellas.

La linea RIL-66 fue la que menor concentracion de Na* acumul6 en hojas
respecto al resto de lineas. Esta concentracion fue significativamente mayor cuando
a las plantas se les aplico el estrés de salinidad de forma individual respecto a

cuando el estrés de salinidad era combinado junto con la alta temperatura.

Las lineas RIL-73 y RIL-74 presentaron una acumulacién de Na* semejante,
no presentando diferencias en la concentracion de este nutriente cuando el estrés

era aplicado de forma simple o de forma combinada.

La linea RIL-76, en cambio, si present¢ diferencias significativas entre los dos
tratamientos salinos. Al igual que ocurria con la linea RIL-66, la concentracion de
Na* fue mas elevada en las hojas de las plantas que fueron sometidas al estrés

simple de salinidad que cuando éste era combinado con el de alta temperatura.
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Figura 39: Concentracion de Na* en las hojas de las distintas lineas de tomate en los
tratamientos Control, Salinidad (75 mM NaCl), Alta temperatura (35°C) y Salinidad + Alta
temperatura (75 mM NaCl + 35°C). La concentracion foliar de Na* esta expresada como
mmol kg peso seco. Los datos representan medias + SE (n=4) Las barras con letras

diferentes dentro de cada panel representan datos con diferencias significativas a p <0.05
(Tukey HSD).

La relacion de K*/Na* (Figura 40) en la hoja siguio el patron contrario que el
encontrado al estudiar la acumulacién de Na* (Figura 39). La linea que obtuvo un
menor indice K*/Na* fue la linea RIL-18, y no se encontraron diferencias
significativas entre los dos tratamientos salinos: el de salinidad simple y el de

salinidad + alta temperatura.

El resto de lineas (RIL-66, RIL-73, RIL-74 y RIL-76) presentaron un
comportamiento similar entre ellas: no se encontraron diferencias significativas en
cuanto a relacion de K*/Na* entre las plantas que crecieron en condiciones éptimas
de cultivo (control) y las plantas que crecieron bajo el efecto del estrés de alta
temperatura.
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Figura 40: Relacion de K*/Na* en las hojas de las distintas lineas de tomate en los
tratamientos Control, Salinidad (75 mM NaCl), Alta temperatura (35°C) y Salinidad + Alta
temperatura (75 mM NaCl + 35°C). La concentracién foliar de K*/Na*esta expresada como
mmol kg peso seco. Los datos representan medias + SE (n=4) Las barras con letras
diferentes dentro de cada panel representan datos con diferencias significativas a p <0.05
(Tukey HSD).

Concentracion radicular de Ca?

La Figura 41 muestra la concentracién de Ca? hallada en la raiz de las
distintas lineas recombinantes de tomate estudiadas. Estos valores fueron menores
que los encontrados al analizar la concentracion de nutrientes de las hojas, de lo

que se deduce un transporte de éstos hacia los érganos de la parte aérea.

En la linea RIL-18, el tratamiento de salinidad no afecté a la concentracion
final de Ca?, ya que los valores obtenidos en dichas plantas fueron similares a los
encontrados en las plantas control. El estrés por alta temperatura simple, y el estrés
combinado de salinidad y alta temperatura indujo una disminucidén significativa
en la concentracion final de Ca? en la raiz respecto a las plantas control y a las
plantas sometidas a salinidad simple. Los tratamientos en los que se aplicé un

estrés por alta temperatura no presentaros diferencias significativas entre ellos.

En la linea RIL-66 (Figura 41), el estrés salino aplicado tanto de forma

individual como de forma combinada con alta temperatura redujeron
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drasticamente, hasta casi en un 50%, la concentracion final de Ca?" en la raiz
respecto a las plantas control y a las plantas sometidas al estrés por alta temperatura
simple.

En la linea RIL-73, ni el estrés simple de salinidad ni el de alta temperatura
causaron un efecto en la concentracion final de Ca?* en la raiz respecto a las plantas
control. Curiosamente, cuando los estreses eran aplicados de forma combinada
(salinidad + alta temperatura) si se redujo significativamente la concentracion de

Ca? en la raiz respecto a las plantas control.

En la linea RIL-74, todos los tratamientos aplicados (salinidad, alta
temperatura y salinidad + alta temperatura) redujeron la concentracion final de Ca?*
en la raiz respecto a las plantas control. Entre dichos tratamientos estresantes no se

hallaron diferencias significativas.

Finalmente, la aplicacion de los estreses de manera individual no causo
ningun efecto en la concentracion final de Ca? en la raiz de las plantas de la linea
RIL-76. Sin embargo, cuando el estrés era aplicado de manera combinada
(salinidad + alta temperatura), la concentracion de este nutriente se vio

significativamente reducida en casi un 40% con respecto a las plantas control
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Figura 41: Concentracion de Ca? en las raices de las distintas lineas de tomate en los tratamientos Control, Salinidad (75 mM
NaCl), Temperatura (35°C) y Salinidad + Temperatura (75 mM NaCl + 35°C). La concentracién radicular de Ca?* esta expresada como
mmol kg peso seco. Los datos representan medias + SE (n=4) Las barras con letras diferentes dentro de cada panel representan datos
con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).
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Concentracion radicular de K*

En general, los valores de concentracion de K* hallados en la raiz (Figura 42)
de las distintas lineas de tomate fueron mayores que las encontradas en las hojas
(Figura 38).

En la linea RIL-18, los tratamientos aplicados en las plantas (salinidad, alta
temperatura y salinidad + alta temperatura) redujeron de forma significativa la
concentracion de K* en las raices de las plantas sometidas a los estreses respecto a
las plantas control. No se encontraron diferencias significativas entre dichos

tratamientos.

La linea RIL-66 y la linea RIL-73 tuvieron un comportamiento similar. Las
concentraciones mas altas de K* se encontraron en las plantas control y en las
plantas que fueron sometidas al estrés simple de alta temperatura. La salinidad
redujo la concentracion de K* en la raiz respecto a las plantas control. Cuando el
estrés era aplicado de manera combinada (salinidad + alta temperatura) la
concentracion de K* era significativamente menor que las plantas control y que el

resto de tratamientos.

En la linea RIL-74 (Figura 42), los estreses de salinidad y temperatura
aplicados de manera individual redujeron la concentracion de K* en la raiz por
debajo de los valores hallados en las plantas control. El tratamiento de salinidad +
temperatura no causé un efecto significativo en la concentracion de K* respecto a

las plantas control.

En la linea RIL-76, al igual que ocurria con la linea anterior, los estreses de
salinidad y de temperatura aplicados de forma individual redujeron la
concentracion de K* en la raiz respecto a las plantas control. La concentracion mas
baja de K* se encontrd en las plantas que fueron sometidas a los estreses
combinados de salinidad y temperatura. Este tratamiento redujo la concentracion
final de K* en torno a un 40% respecto a las plantas control, y también fue
significativamente menor que cuando los estreses eran aplicados de manera

simple.
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Figura 42: Concentracion de K* en las raices de las distintas lineas de tomate en los tratamientos Control, Salinidad (75 mM
NaCl), Alta temperatura (35°C) y Salinidad + Alta temperatura (75 mM NaCl + 35°C). La concentracion radicular de K+ estd expresada
como mmol kg peso seco. Los datos representan medias + SE (n=4) Las barras con letras diferentes dentro de cada panel representan
datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).
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Concentracion radicular de Na*y relacion K*/Na*

Al contrario que ocurria en hojas (Figura 43), la acumulacion de Na* en la raiz
fue ligeramente superior en aquellas plantas que estaban sometidas al estrés
combinado de salinidad y alta temperatura que cuando el estrés de salinidad era
aplicado de forma individual (Figura 43). Entre dichos tratamientos salinos, no se
encontraron diferencias significativas en las lineas RIL-66, RIL-73, RIL-74 y RIL-76.
En la linea RIL-18, en cambio, cuando la salinidad era combinada con la alta
temperatura la concentracion final de Na* en las raices fue significativamente

mayor que cuando la salinidad era aplicada de manera individual.
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Figura 43: Concentracion de Na* en las raices de las distintas lineas de tomate en
los tratamientos Control, Salinidad (75 mM NaCl), Alta temperatura (35°C) y Salinidad +
Alta temperatura (75 mM NaCl + 35°C). La concentracion radicular de Na*esta expresada
como mmol kg peso seco. Los datos representan medias + SE (n=4) Las barras con letras
diferentes dentro de cada panel representan datos con diferencias significativas a p <0.05
(Tukey HSD).

Como ocurria en la relacion K*/Na* en las hojas (Figura 40), la relacién K*/Na*
de la raiz (Figura 44) fue mayor en los tratamientos que no tenian estrés salino

(Control y alta temperatura) que en los que se aplico la salinidad.
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Las lineas RIL-18 y RIL-74 presentaron un comportamiento similar entre
ellas, ya que las plantas que crecieron a 35°C (alta temperatura) presentaron una
relacion K*/Na* mayor respecto al resto de tratamientos. Las lineas RIL-66, RIL-73
y RIL-76, en cambio, no se vieron diferencias significativas entre los tratamientos

en los que no se aplico la salinidad.
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Figura 44: Relaciéon de K*/Na* en las raices de las distintas lineas de tomate en los
tratamientos Control, Salinidad (75 mM NaCl), Alta temperatura (35°C) y Salinidad + Alta
temperatura (75 mM NaCl + 35°C). La concentracién radicular de K*/Na*estd expresada
como mmol kg peso seco. Los datos representan medias + SE (n = 4) Las barras con letras
diferentes dentro de cada panel representan datos con diferencias significativas a p <0.05
(Tukey HSD).

5.3.4. Estudio de las Relaciones hidricas

El andlisis de las relaciones hidricas permitio estudiar como afectan la
salinidad y la temperatura de manera individual y de manera combinada al
potencial hidrico, potencial osmético y potencial de turgor de las distintas lineas
recombinantes de tomate, con el objetivo de establecer si alguno de estos
parametros estd en relacion directa con los mecanismos de tolerancia a la
combinacidn de salinidad y alta temperatura, y, ademas, para valorar el estado

hidrico de las distintas lineas recombinantes bajo las condiciones de estrés elegidas.
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Potencial hidrico

La Figura 45 recoge los datos de potencial hidrico determinados en las
distintas lineas recombinantes seleccionadas a tal efecto. En general, y, como era de
esperar, se observd que las plantas control de las 5 lineas obtuvieron valores de
potencial hidrico menos negativos que las plantas que estaban sometidas a los
distintos tratamientos de estrés, tanto de forma individual como de forma

combinada.

En la linea RIL-18 y en la RIL-74 (Figura 45), los tratamientos de salinidad y
salinidad + alta temperatura, indujeron a un aumento de los valores negativos de
potencial hidrico respecto a las plantas control. Por otra parte, no se observaron
diferencias significativas en estas lineas cuando la salinidad era aplicada de manera
individual respecto a cuando era aplicada de manera combinada junto con la alta
temperatura. El tratamiento de alta temperatura simple, en cambio, no afectd al
potencial hidrico de las plantas de la linea RIL-74, aunque disminuy¢ los de la linea
RIL-18.

En la linea RIL-66, RIL-73 y RIL-76, los valores mas negativos de potencial
hidrico se obtuvieron en aquellas plantas que fueron sometidas al tratamiento de
salinidad de manera individual respecto al control y al resto de tratamientos.
Cuando la salinidad y la alta temperatura fueron aplicadas conjuntamente, el
potencial hidrico también fue mds negativo en dichas lineas con respecto a las
plantas control. El tratamiento de alta temperatura, en cambio, sélo afecto de forma

significativa a las lineas RIL-66 y RIL-76 respecto a las plantas control.
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Figura 45: Potencial hidrico({yw). de las distintas lineas de tomate sometidas a los
tratamientos Control, Salinidad (75 mM NaCl), Temperatura (35°C) y Salinidad +
Temperatura (75 mM NaCl + 35°C). El potencial hidrico esta expresado en Mpa. Los datos
representan medias + SE (n=4) Las barras con letras diferentes dentro de cada panel
representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD)

Potencial osmoético

Como ocurria con el potencial hidrico (Figura 45), y como era en este caso
también de esperar, el potencial osmdtico (Figura 46) de las plantas control fue
menos negativo que el obtenido en el resto de tratamientos en todas las lineas de

tomate.

En la linea RIL-18, el efecto combinado de la salinidad y la alta temperatura
hizo que el potencial osmotico fuese el mds negativo, tanto respecto a las plantas
control como al resto de tratamientos. La salinidad y la alta temperatura aplicadas

de forma individual no causaron diferencias significativas en este parametro.

En las lineas RIL-66, RIL-73 y RIL-74 los valores de potencial osmdtico
siguieron un patron similar. Los valores mas negativos de potencial osmdtico se
encontraron en las plantas que fueron sometidas a los tratamientos de salinidad y
de salinidad + alta temperatura respecto a los valores encontrados en las plantas
control. Ademads, entre las plantas sometidas a dichos tratamientos, no se
encontraron diferencias significativas. El tratamiento de temperatura aplicado de
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forma individual no caus6 efectos significativos en los valores de potencial

osmotico de las plantas respecto a las plantas control.

En la linea RIL-76, los valores de potencial osmdtico fueron mas negativos en
las plantas sometidas al tratamiento de salinidad que en el resto de tratamientos.
Los tratamientos de alta temperatura y de salinidad + alta temperatura, no
presentaron diferencias significativas entre ellos, pero en dichas plantas se
obtuvieron valores mds negativos que los valores encontrados en las plantas

control.

POTENCIAL OSMOTICO
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Figura 46: Potencial osmotico () de las distintas lineas de tomate sometidas a los
tratamientos Control, Salinidad (75 mM NaCl), Alta temperatura (35°C) y Salinidad + Alta
temperatura (75 mM NaCl + 35°C). El potencial osmoético estd expresado en Mpa. Los datos
representan medias + SE (n=4) Las barras con letras diferentes dentro de cada panel
representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

Potencial de turgor

El potencial de turgor se calculd relacionando los valores obtenidos de

potencial hidrico con los de potencial osmotico.
En las lineas RIL-18 y RIL-76 (Figura 47), el tratamiento de salinidad a 25°C
redujo de manera significativa el potencial de turgor de las plantas respecto al

control y respecto al resto de tratamientos. Los estreses donde la alta temperatura
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era un factor (alta temperatura de manera individual y el estrés combinado de
salinidad + alta temperatura), no causaron efectos mencionables en los valores de

potencial de turgor.

Las lineas RIL-74 y RIL-76 presentaron entre ellas un comportamiento
similar, siendo las plantas sometidas a estrés salino simple las que menor potencial

de turgor presentaron respecto al control y al resto de tratamientos.

En la linea RIL-66, el potencial de turgor fue significativamente mayor en
aquellas sometidas al estrés combinado de salinidad y alta temperatura con
respecto a las plantas control. Los tratamientos de salinidad y alta temperatura

aplicados de manera aislada no causaron efectos sobre este pardmetro en esta linea

recombinante.
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Figura 47: Potencial de turgor () de las distintas lineas de tomate sometidas a los
tratamientos Control, Salinidad (75 mM NaCl), Alta temperatura (35°C) y Salinidad + Alta
temperatura (75 mM NaCl + 35°C). El potencial osmdtico estd expresado en Mpa. Los datos
representan medias + SE (n=4) Las barras con letras diferentes dentro de cada panel
representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).
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5.4.5. Parametros fotosintéticos y de fluorescencia de clorofilas

Los parametros analizados para conocer la eficiencia del proceso fotosintético
fueron: la asimilaciéon de CO, la conductancia estomatica, el indice de transpiracion
y la eficiencia del uso de agua (WUE). Ademas, para estudiar la fluorescencia de
las clorofilas, se determind la eficiencia del PSIl y el indice de transporte electronico

(ETR, electron transport rate).

Asimilacion de CO:

La asimilacion de CO: permitioé conocer la cantidad de CO: atmosférico que
toman las plantas para incorporarlo al ciclo de Calvin, y, por lo tanto, ser fuente de

carbono para la célula.

Ni los tratamientos de salinidad o alta temperatura aplicados de forma
individual, ni el tratamiento de estrés combinado de salinidad + alta temperatura
mostraron efectos significativos sobre las plantas de las lineas RIL-66 y RIL-73
(Figura 48).

En la linea RIL-18, la asimilacién de CO: incrementd significativamente en
plantas cultivadas bajo condiciones de alta temperatura o de salinidad + alta

temperatura respecto a las plantas control.

En la linea RIL-74, los valores mas altos de asimilacion de CO: se encontraron
en plantas sometidas un estrés por alta temperatura. En cambio, la aplicaciéon del
estrés salino y el estrés combinado de salinidad y alta temperatura no causaron

efectos significativos en esta linea respecto a las plantas control.

Por ultimo, en la linea RIL-76, curiosamente las plantas control presentaron
los valores mas bajos de asimilacion de CO: respecto al resto de tratamientos,
aunque la aplicaciéon de la salinidad de manera individual no tuvo efectos
significativos. Los tratamientos de alta temperatura y de salinidad + alta
temperatura, aumentaron significativamente los valores de asimilaciéon de CO:z en

esta linea respecto a las plantas control.
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Figura 48: Asimilacion de CO: de las distintas lineas de tomate sometidas a los
tratamientos Control, Salinidad (75 mM NaCl), Alta temperatura (35°C) y Salinidad + Alta
temperatura (75 mM NaCl + 35°C). La asimilacion de CO: esta expresada en pmol CO2m2s:

1. Los datos representan medias + SE (n=4) Las barras con letras diferentes dentro de cada
panel representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

Conductancia estomdtica

En las lineas RIL-18 y RIL-73, los distintos tratamientos de salinidad, alta
temperatura y salinidad + alta temperatura no afectaron de forma significativa a

los valores de conductancia estomatica (Figura 49).

En la linea RIL-66, los tratamientos de alta temperatura y de estreses
combinados indujeron a un aumento de la conductancia estomatica respecto al
tratamiento de salinidad y a las plantas control, aunque no fue significativo

respecto a estas ultimas.

Las lineas RIL-74 y RIL-76 también presentaron valores mas altos de
conductancia estomatica bajo los tratamientos de alta temperatura y de salinidad +
alta temperatura respecto a las plantas control y al tratamiento de estrés salino
simple. Ademads, estos valores fueron ligeramente mas altos cuando la alta

temperatura fue aplicada de manera individual que de manera combinada.
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Figura 49: Conductancia estomatica de las distintas lineas de tomate sometidas a
los tratamientos Control, Salinidad (75 mM NaCl), Alta temperatura (35°C) y Salinidad +
Alta temperatura (75 mM NaCl + 35°C). La conductancia estomatica esta expresada en pmol
CO:2m?s. Los datos representan medias + SE (n=4) Las barras con letras diferentes dentro
de cada panel representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

Indice de transpiracion

El comportamiento observado en los valores obtenidos para el indice de
transpiracién fue similar en todas las lineas recombinantes analizadas (Figura 50).
La aplicacion de alta temperatura o de ésta combinada con la salinidad hizo que
aumentaran los valores de transpiracion respecto a las plantas control y a las

plantas con salinidad simple.
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Figura 50: Indice de transpiracién de las distintas lineas de tomate sometidas a los
tratamientos Control, Salinidad (75 mM NaCl), alta temperatura (35°C) y Salinidad + Alta
temperatura (75 mM NaCl + 35°C). El indice de transpiracion esta expresado en umol H20
m?2s1. Los datos representan medias + SE (n=4) Las barras con letras diferentes dentro de
cada panel representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

Eficiencia del uso del agua

La eficiencia del uso del agua (WUE, water use efficiency) se obtuvo mediante
el cociente entre los valores obtenidos para la fotosintesis neta y los obtenidos en la
tasa de transpiracion. Este valor es interesante desde el punto de vista de que
permite estudiar si existen o no diferencias entre las distintas lineas recombinantes
en el uso del agua en los procesos fotosintéticos y si este factor puede estar ligado

a los procesos de tolerancia al estrés abiotico.

En general, todas las lineas recombinantes estudiadas presentaron mayor
WUE bajo condiciones dptimas de crecimiento (control) y bajo el estrés salino
simple que cuando eran crecidas bajo condiciones de estrés por alta temperatura,

aplicada simple o combinada con la salinidad (Figura 51).

Por el contrario, cuando la salinidad era aplicada de manera individual, dicho
estrés disminuy¢ ligeramente este pardmetro en la linea RIL-18, y no causo efectos
en la linea RIL-73. En las lineas RIL-66, RIL-74 y RIL-76, los valores de WUE fueron
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mayores en las plantas sometidas a un estrés salino simple que en las plantas

control y que en el resto de tratamientos.
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Figura 51: Eficiencia del uso del agua de las distintas lineas de tomate sometidas a
los tratamientos Control, Salinidad (75 mM NaCl), Alta temperatura (35°C) y Salinidad +
Alta temperatura (75 mM NaCl + 35°C). Los datos representan medias + SE (n=4) Las barras
con letras diferentes dentro de cada panel representan datos con diferencias significativas
a p <0.05 (Tukey HSD).

Eficiencia del fotosistema II (PSII)

La linea RIL-18 (Figura 52) no mostro diferencias significativas con respecto
a los valores de rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv’/Fm”) entre los distintos

tratamientos aplicados a las lineas recombinantes sujetas a este estudio.

En la linea RIL-66, los valores de Fv'/Fm’ fueron mayor en el tratamiento de
estrese combinados (salinidad + alta temperatura) que en el resto de tratamientos.
Los valores de este parametro también fueron mayores en las plantas a las que sélo
se les aplicd el tratamiento de alta temperatura simple que en las plantas control.
La salinidad no afectd de forma significativa a esta linea recombinante con respecto

a las plantas control.

Las lineas RIL-73 y RIL-76 se comportaron de manera similar, presentando

valores mas altos de Fv//Fm’ en las plantas que habian sido tratadas con alta
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temperatura que con el resto de tratamientos. la combinacion de salinidad y alta
temperatura indujo un aumento dicho valor respecto a las plantas control, pero
siguid siendo mas bajo que el encontrado cuando la temperatura era aplicada de
manera individual. Al igual que en las lineas anteriores, la salinidad no causé

ningun efecto en estas plantas.

Por ultimo, en la linea RIL-74, s6lo se encontraron diferencias significativas
bajo un tratamiento de alta temperatura comparado con plantas tratadas bajo la

combinacion de salinidad y alta temperatura.

Fv'/Fm'
0,72 -
a
0,7 - b a
0,68 - b a
0,66 - - c abap g b
4 c & c
0,64 - c
0,62 -
0,6 -
0,58 -
0,56 -
RIL-18 RIL-66 RIL-73 RIL-74 RIL-76
Linea de tomate
H Control M Salinidad B Temperatura B Salinidad + Temperatura

Figura 52: Rendimiento cuantico maximo del PSII en las distintas lineas de tomate
sometidas a los tratamientos Control, Salinidad (75 mM NaCl), Alta temperatura (35°C) y
Salinidad + alta temperatura (75 mM NaCl + 35°C). Los datos representan medias + SE (n =
4) Las barras con letras diferentes dentro de cada panel representan datos con diferencias
significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

La eficiencia del PSII, tedricamente, es proporcional al rendimiento cuantico
fotoquimico del PSII y al igual que el anterior, es un buen indicador del dafio celular
provocado por estreses abidticos en plantas.

Las lineas RIL-73 y RIL-74 (Figura 53) no presentaron diferencias
significativas en la eficiencia del PSII bajo ninguno de los tratamientos ensayados.
En las lineas RIL-18, RIL-66 y RIL-76 los tratamientos de alta temperatura y de
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salinidad + alta temperatura indujeron un incremento de este parametro respecto a
las plantas control y a aquellas que habian sido tratadas con un estrés salino simple,
obteniendo valores ligeramente mayores cuando el estrés era aplicado de manera

conjunta con la alta temperatura.
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Figura 53: Eficiencia del PSII de las distintas lineas de tomate sometidas a los
tratamientos Control, Salinidad (75 mM NaCl), Alta temperatura (35°C) y Salinidad + Alta
temperatura (75 mM NaCl + 35°C). Los datos representan medias + SE (n=4) Las barras con
letras diferentes dentro de cada panel representan datos con diferencias significativas a p
<0.05 (Tukey HSD).

Indice de transporte electrénico (ETR, electron transport rate)

Este parametro permite estimar la velocidad de transporte de electrones
desde el PSII al PSI durante el proceso fotosintético y es otro de los marcadores del
dafo que un estrés abiotico puede inducir a las membranas del cloroplasto y al
aparato fotosintético en si.

La Figura 54 muestra los resultados obtenidos para este pardmetro, que
mostraron diferencias significativas entre los distintos tratamientos aplicados en
las lineas RIL-18, RIL-74 y RIL-76.

En la linea RIL-18, el mayor ETR se encontr6 en plantas que crecieron bajo el
tratamiento de salinidad + alta temperatura, aunque no se encontraron diferencias

significativas con respecto a las plantas control. E1 ETR mas bajo, en cambio, se
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encontro en las plantas crecidas bajo salinidad, aunque, como en el caso anterior,

tampoco se encontraron diferencias significativas respecto a las plantas control.

La linea RIL-74 presenté unos valores mas altos de ETR bajo el tratamiento
de alta temperatura, y fue significativamente mayor respecto a las plantas control

y a las plantas sometidas al tratamiento de salinidad simple.

Por ultimo, las plantas de la linea RIL-76 sometidas al tratamiento de la
combinacién de salinidad y alta temperatura, presentaron un mayor ETR respecto

a las plantas control.
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Figura 54: indice de transporte electrénico de las distintas lineas de tomate
sometidas a los tratamientos Control, Salinidad (75 mM NaCl), Alta temperatura (35°C) y
Salinidad + Alta temperatura (75 mM NaCl + 35°C). Los datos representan medias + SE (n=4)
Las barras con letras diferentes dentro de cada panel representan datos con diferencias
significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

5.4.6. Lineas seleccionadas

Una vez terminado el estudio de las 5 lineas, se seleccionaron dos lineas para
llevar a cabo el ultimo experimento propuesto. En base a los resultados obtenidos
en los experimentos realizados y teniendo en cuenta los pardmetros analizados en

las diferentes lineas recombinantes, se seleccionaron la linea mas tolerante, RIL-76,
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y una linea mas sensible al estrés combinado, la RIL-18. La linea menos tolerante
fue la RIL-74, pero a lo largo de los experimentos dio problemas de germinacion y
crecimiento, por lo que se determiné escoger la linea RIL-18 como la variedad

sensible para la consecucion del ultimo ensayo.

5.4.6. Discusion

Este expermiento fue disefiado para estudiar la respuesta fisiologica de las 5
RILs seleccionadas (Tabla 14) frente a los estreses de salinidad y alta temperatura
aplicados tanto de manera individual como de manera combinada. En las tltimas
décadas, numerosos estudios se han centrado en los mecanismos de respuesta que
las plantas presentan ante el efecto de dichos estreses, pero solo cuando estos se
aplicaban de manera simple (Chew y Halliday, 2011; Hirayama y Shinozaki, 2010).
Sin emabargo, y basado en las predicciones del Panel Internacional sobre Cambio
Climatico (IPPC, 2018) se hace necesario el avanzar en el conocimiento sobre la
respuesta de las plantas frente a ambos estreses actuando sinergicamente (Suzuki
y col., 2014). Las plantas responden a la salinidad o a la alta temperatura a través
de cambios de diferentes mecanismos fisioldgicos, metabdlicos y moleculares y su
posterior integracion, lo que permite desarrollar una respuesta especifica para que

éstas se adapten a los cambios del ambiente (Rivero y col., 2014).

La salinidad es uno de los estreses mas perjudiciales para las plantas, ya que
afecta a numerosos aspectos moleculares y fisiologicos relacionados con el
crecimiento y desarrollo vegetativo (Cuartero y Fernandez-Munoz, 1999; Parida y
Das, 2005; Shrivastava y Kumar, 2015). Los resultados anteriormente descritos asi
lo corroboran, pues la salinidad aplicada de manera individual tuvo un impacto
negativo en el crecimiento de las lineas RIL-18, RIL-73 y RIL-74. Las lineas RIL-66
Y RIL-76, en cambio, no se vieron afectadas por un aumento en la concentracién de
sales de la solucion nutritiva (Figura 32 y Figura 34), lo que pone de manifiesto que
dichas lineas desarrollaron una respuesta adaptativa que condujo a la tolerancia al
estrés salino en la planta (Chinnusamy y col., 2004).

El estrés por altas temperaturas también tiene una amplia gama de efectos en
las plantas en términos de fisiologia, bioquimica y vias de regulaciéon génica (Bita
y Gerats, 2013). La susceptibilidad de las plantas a este estrés varia con la etapa de
desarrollo en la que se encuentren, (Hasanuzzaman y col., 2013), aunque afecta en
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mayor medida al estado reproductivo (Hatfield y col.,, 2011). En estudios de
ambiente controlado se ha demostrado que un aumento de la temperatura puede
adelantar el desarrollo fenoldgico de las plantas en comparacion con plantas
desarrolladas bajo temperaturas control, provocando que el crecimiento del cultivo
sea mas rapido y el ciclo mas corto, lo que disminuye el rendimiento general de las
plantas (Hatfield y Prueger, 2015). Los resultados confirman los estudios de
Harfield y Prueger, puesto que como se puede observar en la Figura 32, el estrés de
alta temperatura aplicado de forma individual no causé ningtin efecto negativo en
el crecimiento de las plantas. Ademads, todas las RILs seleccionadas fueron
tolerantes a este tipo de estrés en mas de un 100% (Figura 35), lo que demuestra
que el crecimiento de las plantas sometidas a la alta temperatura fue mas rapido

que el de las plantas control.

En cuanto al estrés combinado, todas las lineas mostraron porcentajes
mayores de tolerancia que los que se habian obtenido en los experimentos previos
(Figura 36). En los experimentos anteriores, las plantas se cosecharon en el
momento previo a la floraciéon, mientras que en este, las plantas se cosecharon
cuando todavia estaban en desarrollo vegetativo, lo que de indica que el estrés
combinado puede afectar de diferente manera dependiendo del estado de
desarrollo en el que se encuentre la planta, y que, normalmente, cuando los
experimentos se dan en condiciones controladas, sus efectos negativos suelen ser
menos devastadores (Mittler, 2006; Rivero y col., 2019).

Las lineas RIL-66 Y RIL-73 variaron su tolerancia al efecto de la combinacién
de estreses en mas de un 40% (Figura 36), lo que demuestra que incluso dentro de
una misma linea RIL, los efectos dependen tanto de la especie como del genotipo
de las plantas, ya que, en ocasisiones, se dan numerosas variaciones interespecificas
e intraespecificas (Barnabas y col.,, 2008), asi como variaciones epigenéticas
producidas por el estrés (Gallusci y col., 2017). Las lineas RIL-18, RIL-74 y RIL-76
tuvieron un comportamiento frente al estrés combinado similar a los ensayos
anteriores, ya que sus rangos de tolerancia apenas variaron en un 10%, lo que pone
de manifiesto que estas RILs podrian ser interesantes de estudio, puesto que sus
resultados pueden replicarse fiablemente para futuros experimentos (Ashrafi y
col., 2009). Teniendo en cuenta, de momento, inicamente el crecimiento de las

plantas, el estudio de la tolerancia a los estreses de salinidad y alta temperatura
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aplicados tanto de manera simple como de manera combinada corroboré que la
linea mas tolerante seguia siendo la RIL-76 (Figura 34, Figura 35 y Figura 36), y que
esta tolerancia en el resto de lineas estudiadas (RIL-18, RIL-66, RIL73 Y RIL-74)
fluctuaba dependiendo de si estos eran aplicados de manera simple o de manera

combinada.

La regulacion ionica es un factor esencial del mecanismo de tolerancia a los
estreses abioticos en las plantas de tomate. La salinidad aumenta la
concentracionde Na* en las raices y hojas de las plantas, y altera las concentraciones
de Ca? y K*también bajo condiciones de estrés, reduciéndose considerablemente

generalmente en las hojas (Cuartero y Fernandez-Munoz, 1999).

El Ca?" es uno de los iones mas versatiles, y estd implicado en el crecimiento
y desarrollo de las plantas (Kudla y col., 2010). Ante condiciones climatologicas
adversas, como las altas temperaturas, la acumulacion de Ca?* libre en el citosol es
inducida (Liu y col., 2008), lo que sugiere que este ion esta involucrado en los
mecanismos reguladores que las plantas activan bajo dicho estrés (Tan y col., 2011;
Wang y col., 2009).

Al profundizar en las relaciones idnicas que tenian lugar en las RILs
seleccionadas, se observd que, en general, la concentracion de Ca?* fue mayor en las
hojas que en la raiz (Figura 37 y Figura 41) y que la combinacion de salinidad y alta
temperatura, reducia la concentracion de Ca?  tanto en las hojas como en la raiz de
las plantas estudiadas en comparacion con las plantas control (Figura 37 y Figura
41). Los estreses de salinidad y, especialmente el de temperatura, aplicados de
forma individual, no tuvieron un impacto tan negativo en las plantas como cuando
estos eran aplicados de manera conjunta (Rivero y col., 2019), lo que conduce a
pensar que el Ca* desempefa un papel fundamental los mecanismos de defensa
inducidos por el estrés por altas temperaturas, ya que la sefializacion de Ca* es
necesaria para desarrollar la tolerancia a dicho estrés (Goswami y col., 2015). No
obstante, esta reducciéon de la concentracién de Ca* no fue igual en las 5 lineas
estudiadas, siendo esta reduccion mas acusada en las hojas de las RIL-18, RIL-66 y
RIL-76 que en las RIL-73 y RIL-74 (Figura 37) bajo la combinacion de salinidad y

alta temperatura.

Contrariamente a lo que ocurria con el Ca?, el catién K* (Figura 38 y Figura

42), en general, se acumulé mads en la raiz que en las hojas de las plantas de las
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lineas RILs estudiadas, debido, fundamentalmente, a que el proceso de captacion
de potasio por la raiz es mas rapido que el transporte a través del tallo (Besford y
col., 1974), ya que, después de haber alcanzado la raiz, el K* debe llegar hasta los
vasos xilemadticos, y después, ser transportado hacia la parte aérea.(Nieves-
Cordones y col., 2019). Por otro lado, tanto en las hojas como en las raices de las
distintas lineas de tomate estudiadas, la salinidad aplicada de manera individual
redujo significativamente la concentracion de K* tanto en las hojas como en la raiz,
lo que demuestra que este cation es uno de los mas afectados por el estrés salino
(Nieves-Cordones y col., 2019). Por otro lado, cuando el estrés de salinidad fue
combinado con la alta temperatura, la reduccion de la concentracion de K* en las
hojas fue menos acusada, lo que se correspondié con una disminucién de la
concentracion de Na* en dichas plantas, por lo que es probable que algunos de los
procesos que se dan en respuesta a la alta temperatura favorezcan la acumulacion

de K* y una menor absorciéon de Na*.

La relacion entre Na* y K* se ha correlacionado con la tolerancia a la
salinidad, debido a que, en condiciones salinas, estos cationes comparten muchas
similitudes fisico-moleculares que conducen al desplazamiento del K* por parte del
Na* en sus funciones fisiologicas cuando éste ultimo estd presente en altas
concentraciones (Chen y col., 2007). Los resultados en la relacién de K*/Na* tanto
en la hoja (Figura 40) como en la raiz (Figura 44) de las distintas RILs indican que
existe una correspondencia entre este factor y el crecimiento de las plantas, lo que
prueba que el mantenimiento de la homeostasis de K*/Na* es crucial para hacer
frente al estrés salino y aumentar la tolerancia de las plantas a dicho estrés.
(Amtmann y col., 2004).

Las plantas responden a elevadas concentraciones de Na* en el exterior
manteniendo bajas concentraciones de Na* citosodlicas, y por lo tanto, un alto ratio
K*/Na*. La estrategia principal para el mantenimiento de esta relacién en el citosol
incluye la extrusion de Na* y/o su compartimentacién intracelular en la vacuola,
dos procesos esenciales para mantener la desintoxicacidn citosolica provocada por
el Na* y el ajuste osmotico necesario para tolerar el estrés salino (Nieves-Cordones
y col., 2019).

Bajo condiciones de estrés por sequia o salinidad, las relaciones hidricas de

la planta se ven alteradas, produciéndose una disminucién de los potenciales
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hidrico y osmético que reducen la absorcion de agua desde la raiz y, por
consiguiente, el desarrollo vegetativo (Romero-Aranda y col., 2001). Los resultados
muestran que las plantas que crecieron bajo condiciones de estrés disminuyeron
tanto el potencial hidrico (Figura 45) como el osmdtico (Figura 46), y que esa
reduccion de los potenciales fue mas acusada en los tratamientos de salinidad,
tanto aplicada de manera individual como de manera combinada, que en el estrés
de alta temperatura. La explicacion reside en que la salinidad reduce la
disponibilidad de agua del exterior, y aunque planta disminuya tanto el potencial
hidrico como el potencial osmotico para favorecer la absorcion de agua por la raiz
(Clark, 1990; Sheldon y col., 2017), no es suficiente para hacer frente al estrés, 1o que
compromete el crecimiento de las plantas. Este hecho se comprueba en resultados
de relaciones hidricas descrito, ya que la disminucion del potencial osmotico en las
plantas guard¢ relacion con una disminucion en el peso freso (Figura 32) y el peso

seco (Figura 33) de las en todas las lineas RILs.

En condiciones de estrés, la acumulacion de solutos compatibles en la vacuola
es necesaria para compensar el ajuste osmoético y aumentar el potencial de turgor
(Munns, 1993; Romero-Aranda y col., 2001) que fue menor en las plantas en las que
el estrés salino fue aplicado de manera simple o combinado con la alta temperatura
(Figura 47). No obstante, un aumento de la presion de turgor no estd siempre
relacionado con un aumento del contenido de agua en la célula (Rivero y col., 2014),
ya que se ha demostrado que las células pueden reducirse bajo condiciones de
estrés, reduciendo a su vez la expansion celular y la arquitectura de las hojas (Mart
y col., 2016).

En todas las RIL-s estudiadas, la relaciéon K*/Na* en las hojas guardé relacion
con una disminucién del potencial osmoético y un aumento de la presion de turgor
en la hoja, lo que demuestra que, bajo situaciones de estrés, la respuesta de las
plantas no depende sélo de la adaptacion a la toxicidad de Na*, si no, también, de
la adaptacion secundaria a efectos como la deficiencia o el agotamiento del agua.
(Liang y col., 2018).

Los estreses de salinidad y alta temperatura afectan de manera diferente a
los paradmetros fotosintéticos de las plantas. La alteracion de estos mecanismos
suele ser un buen indicador del estrés, ya que el crecimiento y la fotosintesis estan

estrechamente relacionadas, y cualquier restriccion que ocurra en el intercambio
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gaseoso puede limitar el desarrollo vegetativo de las plantas (Kocal y col., 2008).
Los resultados muestran que, en todas las lineas RILs estudiadas (RIL-18, RIL-66,
RIL-73, RIL-74 y RIL-76), el estrés salino aplicado de manera individual apenas
vario dichos parametros en relacion con las plantas control (Figura 48, Figura 49 y
Figura 50). Por el contrario, en las plantas que crecieron bajo la accion de la alta
temperatura y el estrés combinado de salinidad y alta temperatura, estos
parametros fotosintéticos aumentaron en relacion a las plantas control y a las que
habian crecido solo bajo el estrés salino. En las plantas expuestas a la salinidad, el
cierre estomatico, producido para evitar la pérdida de agua por traspiracién, causa
el agotamiento del contenido de agua celular y una reduccion en el trasporte de
compuestos asimilados, que son las principales causas de inhibicién de la
fotosintesis (Hare y col., 1998), por lo que es probable que el comportamiento de
las lineas RILs seleccionadas se explique atendiendo al estudio de (Penella y col.,
2016), donde se expone que las plantas son capaces de preservar el rendimiento
fotosintético mediante el aumento de osmoprotectores, minimizando asi el dafo

producido por el estrés.

Por otro lado, la temperatura elevada afecta principalmente a las reacciones
bioquimicas de la fotosintesis, y, dependiendo de la intensidad y la duracion del
estrés, las altas temperaturas pueden dafiar me manera irreversible la RuBisCo,
complejos de evolucién del oxigeno, la estructura del cloroplasto y los centros de
reaccion del PSII (Allakhverdiev y col., 2008; Attaran y col., 2014; Havaux, 1993).
En los resultados anteriormente descritos, ese aumento en los parametros
fotosintéticos de las plantas sometidas al estrés de temperatura, tanto de manera
simple como de manera combinada, puede explicarse debido a que las plantas, ante
la temperatura elevada, aumentaron la tasa de transpiracion para regular el
aumento de la temperatura de la hoja (Figura 50) y, al mismo tiempo, proteger a
los fotosistemas (Ilan y col., 1995). Para ello, las plantas deben abrir los estomas y,
como consecuencia, se produce una mayor tasa de fijacién de COz. Este aumento
de la tasa fotosintética también se relacion6 con un aumento en el indice de
transporte electronico el PSII al PSI en las distintas RILs estudiadas (Figura 54).

El pardmetro Fv'/Fm’ refleja la maxima eficiencia cudntica del PSII, y es un
buen indicador del grado de estrés que esta sufriendo una planta. En condiciones

normales, la mayor parte de la energia luminosa absorbida por las moléculas de
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clorofila tiene como destino la fotosintesis, pero, en situaciones de estrés, en vez de
pasar al proceso fotosintético de la planta, esa energia puede disiparse en forma de
calor o ser remitida como luz (Carter y Knapp, 2001). Por consiguiente, en las
plantas que son menos sensibles a los estreses abidticos la fluorescencia de las
clorofilas y la tasa fotosintética estaran relacionadas. Los resultados de las lineas
descritas indican que un aumento en los indices relacionados con la fluorescencia
de las clorofilas (Figura 52) supuso también un aumento de la tasa de asimilacion
de CO: (Figura 48) y la conductancia estomatica (Figura 49) en las lineas RIL-66,
RIL-73 y RIL-76. Casualmente, en las lineas menos tolerantes (RIL-18 y RIL-74),
estos parametros no estaban correlacionados con un aumento en la tasa
fotosintética. Sharma y col. (2015) demostraron que los parametros derivados de la
fluorescencia de las clorofilas también estaban correlacionados positivamente con
el peso seco de la planta, lo que, a su vez, podria estar relacionado con la
sensibilidad del aparato fotosintético a las altas temperaturas y a los mecanismos
fisiologicos subyacentes a la tolerancia de las plantas a dicho estrés. Nuestros
resultados encajan con esta teoria, puesto que en la linea RIL-76, la linea mas
tolerante, un aumento en Fv'/Fm’ se correlaciond positivamente con un aumento

de la fotosintesis (0,655**) y del peso seco de las plantas (0,854**).

En base al estudio de los resutlados obtenidos durante el ensayo, se
selccionaron las lineas RIL-76, definida como linea tolerante, y la linea RIL-18,

definida como linea sensible, para la consecucion del altimo experimento.
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5.4. EXPERIMENTO 4: DIFERENCIAS EN LA RESPUESTA AGRONOMICA ENTRE
PLANTAS TOLERANTES Y SENSIBLES A LA COMBINACION DE ESTRESES ABIOTICOS

Se estudio el efecto combinado de la salinidad y la alta temperatura en las
dos lineas de plantas de tomate seleccionadas: RIL-18 y RIL-76. Este estudio estuvo
enfocado en el efecto de la combinacion de la alta temperatura con diferentes
niveles de salinidad sobre dos estados fenologicos de las plantas: estado vegetativo

y estado de reproduccion, y sobre la respuesta agrondmica.

Para ello, las plantas fueron cultivadas en dos modulos de invernadero
independientes durante cinco meses, tal y como se ha descrito en el apartado
Material y Métodos (Experimento 4). Las plantas control fueron cultivadas a una
temperatura maxima de 25°C, y fueron irrigadas con una soluciéon nutritiva que
contenia 15 mM de NaCl. Para el resto de tratamientos, las plantas fueron
cultivadas a una temperatura maxima de 35°C y los niveles salinos de 15 mM, 60
mM y 120 mM.

La biomasa de las plantas se evalud en dos momentos distintos: a mitad del
ensayo, cuando las plantas todavia estaban en estado vegetativo y al final del
experimento (estado reproductivo). El estado nutricional de las plantas también fue
estudiado en estos dos estados de desarrollo. Ademas, se evalud la calidad
comercial de los frutos, y se midieron pardmetros como el intercambio gaseoso de

las plantas.
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5.4.1. Indice de supervivencia

Al someter a las plantas a diferentes niveles salinos, se pudo estudiar el indice
de supervivencia de las dos lineas seleccionadas, es decir, las plantas que siguieron
vivas al final del experimento a pesar de los estreses combinados de alta
temperatura y el aumento de la salinidad. De esta manera se pudo validar si la
tolerancia de las lineas seleccionadas, y verificada en los ensayos anteriores, seguia
siendo efectiva bajo diferentes condiciones de cultivo de campo reales. Para ello, se
determind el nimero de las plantas que habian sobrevivido a los diferentes estreses
salinos en base a las plantas que habia al principio del experimento y las que

finalmente sobrevivieron (Figura 55).

Al principio del experimento se cultivaron 18 plantas de cada linea
recombinante. 6 de esas plantas fueron cosechadas en la fase de crecimiento
vegetativo para determinar la produccion de biomasa y la composicion nutricional
de las plantas en este estadio, por lo que para calcular en indice de supervivencia

al final del experimento se contd conun total de 12 plantas.

Las plantas que habian sido cultivadas a 25°C (condiciones optimas de
cultivo) se desarrollaron y crecieron en buenas condiciones, aunque al final del
experimento, sobrevivieron 11 plantas de la linea RIL-76 y 10 de la linea RIL-18
(Figura 55). En el siguiente tratamiento, 11 plantas sobrevivieron a la combinacion
de estrés de alta temperatura y un nivel salino de 15 mM, lo que supuso una
supervivencia de aproximadamente el 90% en ambas lineas. Cuando la salinidad
aumentaba a 60 mM a 35°C de temperatura, la supervivencia bajo al 66% en ambas

lineas, lo que supuso la pérdida de 4 plantas en cada una de las lineas.

Cuando las plantas fueron sometidas a 120 mM de NaCl en condiciones de
alta temperatura, se observo que el indice de supervivencia de las plantas fue
mayor en la linea RIL-76 (66%) que en la linea RIL-18, que fue de un 33%, con una
la pérdida de 4 y 8 plantas respectivamente.
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Figura 55: Indice de supervivencia de las lineas RIL-18 y RIL-76 cultivadas a
diferentes temperaturas (25°C y 35°C) y distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM).
Este indice esta expresado como el niimero de plantas que sobrevivieron hasta el final del
experimento.

5.4.2. Biomasa

En la Figura 56 se muestra el peso fresco de la parte aérea de las plantas en
los dos estados fenoldgicos estudiados: estado vegetativo y estado de

reproduccion.

Al determinar el peso fresco de la parte aérea de las plantas durante la fase
de desarrollo vegetativo (Figura 56), se observo que, en ambas lineas, conforme
aumentaba el estrés salino al que estaban sometidas las plantas, disminuia el peso
fresco de la parte aérea. El estrés de temperatura (35°C y 15 mM de NaCl) no
produjo cambios significativos en la biomasa de las plantas de las distintas lineas,
aunque se observo que en la linea RIL-18 hubo una mejora en el peso fresco bajo
dichas condiciones comparadas con las plantas control. En la linea RIL-76, en
cambio, se observd un ligero descenso en la biomasa de las plantas de dicho

tratamiento.

Durante la fase reproductiva (Figura 57), una temperatura de 35°C afecto

significativamente a las plantas de la linea RIL-76, haciendo que éstas tuvieran un
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peso freso superior a las de la misma linea cultivada a 25°C y superior a las de la
linea RIL-18. En la linea RIL-18 también se observo esta tendencia, pero el aumento
de peso de la parte aérea de las plantas cultivadas a 35°C no fue significativo
respecto a las cultivadas a 25°C.

Las plantas de la linea RIL-76 presentaron una mayor biomasa en la parte
aérea bajo los tratamientos de 15 mM y 60 mM a 35°C que las plantas control. Entre
dichos tratamientos, el aumento de salinidad bajo condiciones de alta temperatura
no causo ningun efecto. Las plantas que menos se desarrollaron vegetativamente

fueron las que crecieron bajo la condicion salina de 120 mM a 35°C de temperatura.

En la linea RIL-18 el comportamiento de las plantas fue similar, salvo por que
los tratamientos de 15 mM y 60 mM a 35°C, donde no se observaron diferencias

significativas respecto a las plantas control (Figura 57).
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Figura 56: Peso fresco de las plantas de tomate en estado vegetativo de las lineas
RII-18 y RIL-76 cultivadas a diferentes temperaturas (25°C y 35°C) y distintos niveles salinos
(15 mM, 60 mM y 120 mM). Los datos representan medias + SE (n=3). Las barras con letras
diferentes dentro de cada panel representan datos con diferencias significativas a p <0.05
(Tukey HSD).
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Figura 57: Peso fresco de las plantas de tomate en estado de reproduccion de las
lineas RIL-18 y RIL-76 cultivadas a diferentes temperaturas (25°C y 35°C) ) y distintos
niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM). Los datos representan medias + SE (n=10 a 25°C;
n=11a 15 mM; n=8 a 60 mM; n=4 a 120 mM para la linea 18) (n=11 a 25°C; n =11 a 15 mM;
n=8 a 60 mM; n=8 a 120 mM para la linea 76). Las barras con letras diferentes dentro de cada
panel representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

5.4.3. Estado nutricional de las plantas

Se estudio el estado nutricional de las plantas en tres estados de desarrollo
diferentes. El muestro 1 se realizé cuando la planta estaba en fase vegetativa, el
muestro 2 cuando la planta estaba en fase reproductiva, y el muestreo 3 al final del
experimento. En los distintos muestreos se estudiaron los macronutrientes Ca, K,

Nay Py los micronutrientes B, Fe, Mn y Zn.

Macronutrientes

La Figura 58 muestra la concentracion foliar de Ca? en las lineas RIL-18 Y
RIL-76 en las distintas etapas de desarrollo del cultivo. A grandes rasgos, el
comportamiento en ambas lineas a lo largo del tiempo fue similar. En estado
vegetativo, ambas lineas presentaron unos valores similares de concentracion de
Ca? en todos los tratamientos, que disminuyeron en el muestreo 2, cuando la planta

estaba en su fase de reproduccion. Al final del ensayo, la concentracion foliar de
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Ca? se incremento notablemente respecto al muestreo 2 en todos los tratamientos,

y solo ligeramente respecto al muestreo 1.

En el muestro 1 (fase vegetativa) de la linea RIL-18 (Figura 58), la
concentracion de Ca? no presentd diferencias significativas entre el tratamiento
control y los tratamientos de 15 mM y 60 mM de NaCl a 35°C. En cambio, si se
aprecio un descenso de casi el 40% en la concentracion de calcio en las plantas
sometidas a 120 mM de salinidad combinada con la alta temperatura respecto a las
plantas control. En el muestreo 2 (fase reproductiva), la concentracion de Ca? fue
ligeramente superior en las hojas de las plantas cultivadas bajo condiciones control
que en el resto de tratamientos. Finalmente, al final del ensayo (muestreo 3), la
concentracion de Ca?* siguio siendo mayor en las plantas control que en el resto de
tratamientos. Las plantas cultivadas a 60 mM y 120 mM de salinidad y 35°C de
temperatura no presentaron diferencias significativas entre ellas en la
concentracion final de calcio en la hoja, pero si fueron significativamente menores
respecto a las plantas del tratamiento control y en las plantas cultivadas a 35°C con
15 mM de salinidad.

Continuando en la Figura 58 en el muestro 1 y el muestreo 2 de la linea RIL-
76, el comportamiento de la concentracién foliar de Ca? fue similar al encontrado
en la linea RIL-18: Los valores mas bajos de este cation se encontraron en las plantas
cultivadas bajo condiciones extremas (120 mM de salinidad y alta temperatura)
respecto al resto de tratamientos. Finalmente, y al igual que ocurria con la linea
RIL-18, Las plantas cultivadas a 60 mM y 120 mM de salinidad y 35°C de
temperatura no presentaron diferencias significativas entre ellas en la
concentracion final de Ca? en la hoja, pero si fueron significativamente menores
que en el tratamiento control y en las plantas cultivadas a 35°C con 15 mM de
salinidad.
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Figura 58: Concentracion de Ca? en las hojas de las distintas lineas de tomate en los
tratamientos control a 25 °C y los distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM) a 35°C.
La concentracién foliar de Ca?" estd expresada como mmol kg! peso seco. Los datos
representan medias + SE (n = 3) para los muestreos 1y 2. Para el muestreo 3 (n=10 a 25°C; n
=11 a 15 mM; n=8 a 60 mM; n=4 a 120 mM para la linea 18) (n=11 a 25°C; n=11 a 15 mM;
n=8 a 60 mM; n=8 a 120 mM para la linea 76).

La concentracion de K* en las hojas de las dos lineas recombinantes (Figura
59) se mantuvo en aproximadamente los mismos valores durante los muestreos 1
y 2. En la linea RIL-18 no se observaron diferencias significativas en la
concentracion de K* entre los distintos tratamientos. En la linea RIL-76, en cambio,
si se observo una disminucion en la concentracion de K* en las hojas de las plantas
de tomate que crecieron bajo condiciones de estrés combinado con una salinidad

de 120 mM respecto al resto de tratamientos.

En el muestreo 3, las concentraciones mas altas de K+ de la linea RIL-18 se
encontraron en las plantas control y en las plantas cultivadas a 35°C con una
salinidad de 15 mM, las cuales fueron significativamente mas elevadas que en los
tratamientos de 60 mM y 120 mM de NaCl a 35°C. En la linea RIL-76, la
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concentracion de K* fue significativamente mayor en las plantas cultivadas bajo

una salinidad de 15mM a 35°C que las plantas control y que el resto de tratamientos.
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Figura 59: Concentracion de K* en las hojas de las distintas lineas de tomate en los
tratamientos control a 25 °C y los distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM) a 35°C.
La concentracion foliar de K* estd expresada como mmol kg' peso seco. Los datos
representan medias * SE (n = 3) para los muestreos 1y 2. Para el muestreo 3 (n=10 a 25°C; n
=11 a 15 mM; n=8 a 60 mM; n=4 a 120 mM para la linea 18) (n=11 a 25°C; n=11 a 15 mM;
n=8 a 60 mM; n=8 a 120 mM para la linea 76).

En los diferentes muestreos de ambas lineas, RIL-18 y RIL-76, como era de
esperar, la concentracion de Na* en la hoja (Figura 60) fue significativamente
superior en las plantas cultivadas bajo los efectos de 60 mM y 120 mM de salinidad
a 35°C que en las plantas cultivadas a 15 mM de NaCl en las mismas condiciones
de temperatura y que las plantas control. Ademds, en ambas lineas, la
concentracion de Na* en la hoja fue aumentando progresivamente a lo largo del
tiempo en cada uno de los tratamientos. Las concentraciones mas altas de Na*, se
encontraron en el muestreo 3 (final del experimento) de la linea RIL-76 en las
plantas sometidas a una salinidad de 60 mM y 120 mM y 35°C de temperatura. Este
aumento de la concentracion fue mayor respecto al resto de tratamientos de la

misma linea a las plantas cultivadas en las mismas condiciones de la linea RIL-18.
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Figura 60: Concentracion de Na* en las hojas de las distintas lineas de tomate en los
tratamientos control a 25°C y los distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM) a 35°C.
La concentracion foliar de Na* esta expresada como mmol kg peso seco. Los datos
representan medias + SE (n = 3) para los muestreos 1 y 2. Para el muestreo 3 (n=10 a 25°C; n
=11 a 15 mM; n=8 a 60 mM; n=4 a 120 mM para la linea 18) (n=11 a 25°C; n=11 a 15 mM;
n=8 a 60 mM; n=8 a 120 mM para la linea 76).

En general, las concentraciones de fosforo (P) fueron mayores en las plantas
de la linea RIL-18 que en las hojas de las plantas de la linea RIL-76 (Figura 61). En
la linea RIL-18, ademads, las concentraciones deel P fueron mayores bajo
condiciones control y en aquellas plantas cultivadas bajo una salinidad de 120 mM
a 35°C de temperatura respecto al resto de tratamientos. En el muestreo 2 (fase
reproductiva) de la linea RIL-76, los valores mas elevados de P se encontraron en
las plantas control y en las plantas que crecieron a 35°C bajo el efecto salino de 15
mM de NaCl. En el muestreo 3 (final del experimento) se observé la misma
tendencia, y se observd también, que al igual que ocurria en la linea RIL-18, la
concentracion de P fue amyor en las plantas que se cultivaron a 120 mM de
salinidad y 35°C de temperatura.
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Figura 61: Concentraciéon de P en las hojas de las distintas lineas de tomate en los
tratamientos control a 25 °C y los distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM) a 35°C.
La concentracién foliar de P esta expresada como mmol kg'! peso seco. Los datos
representan medias + SE (n = 3) para los muestreos 1y 2. Para el muestreo 3 (n=10 a 25°C; n
=11 a 15 mM; n=8 a 60 mM; n=4 a 120 mM para la linea 18) (n=11 a 25°C; n=11 a 15 mM;
n=8 a 60 mM; n=8 a 120 mM para la linea 76).

Tabla 15: Estadistica de los macronutrientes estudiados en las hojas de las plantas
en los distintos estados fenologicos del cultivo. Las estrellas dentro de cada panel
representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD) para los distintos
macronutrientes estudiados en cada uno de los muestreos.

Linea Ca K Na P
Muestreo1 RIL-18 *% — -
Muestreo 1 RIL-76 * * otk
Muestreo 2 RIL-18 * * otk
Muestreo 2 RIL-76 i *k . %
Muestreo 3 RIL-18 a0k otk otk .
Muestreo 3 RIL-76 *k *k *h% %

Micronutrientes

En ambas lineas recombinantes (RIL-18 y RIL-76), la concentracion final de

boro (B) en las hojas (Figura 62) experimentd un aumento significativo hacia el final
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del experimento (muestreo 3) respecto a los muestreos anteriores en todos los

tratamientos aplicados.

En el muestreo 3 de la linea RIL-18, la concentracion mas elevada de B se
presentd en las plantas que crecieron bajo el efecto del tratamiento a 35°C y 15 mM
de NaCl comparado con el resto de tratamientos, incluido el control, que a su vez
presentaba una concentracion de B mayor que el encotnrado en los tratamientos a
35°C y donde la salinidad era mas elevada (60 mM y 120 mM). En la linea RIL-76 la
tendencia fue la misma, pero en este caso, todos los tratamientos de estrés
combinado (15 mM, 60 mM y 120 mM de salinidad a 35°C) presentaron mayor

concentracion de B en las hojas que el tratamiento control.
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Figura 62: Concentracién de B en las hojas de las distintas lineas de tomate en los
tratamientos control a 25 °C y los distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM) a 35°C.
La concentracion foliar de Besta expresada como pumol kg peso seco. Los datos representan
medias * SE (n = 3) para los muestreos 1 y 2. Para el muestreo 3 (n=10 a 25°C; n=11a 15
mM; n=8 a 60 mM; n=4 a 120 mM para la linea 18) (n=11 a 25°C; n =11 a 15 mM; n=8 a 60
mM; n=8 a 120 mM para la linea 76).

La concentracién de Fe en las hojas fue aumentando progresivamente desde
que se realizo el primer muestro hasta el final del experimento (Figura 63). En

ambas lineas, al final del ensayo, la concentraciéon de Fe fue mayor en hojas de las
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plantas que fueron cultivadas bajo el efecto de la salinidad extrema (120 mM)

combinada con la alta temperatura respecto al resto de tratamientos.
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Figura 63: Concentracion de Fe en las hojas de las distintas lineas de tomate en los
tratamientos control a 25 °C y los distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM) a 35°C.
La concentracion foliar de Fe esta expresada como pmol kg' peso seco. Los datos
representan medias * SE (n = 3) para los muestreos 1y 2. Para el muestreo 3 (n=10 a 25°C; n
=11 a 15 mM; n=8 a 60 mM; n=4 a 120 mM para la linea 18) (n=11 a 25°C; n=11 a 15 mM;
n=8 a 60 mM; n=8 a 120 mM para la linea 76).

La concentracion de manganeso (Mn) también aumento en las hojas de las
plantas hacia el final del experimento en ambas lineas: RIL-18 y RIL-76 (Figura 64).
En el muestreo 2 (fase reproductiva) de la linea RIL-18, la concentracidon de Mn se
presentd mas elevada en las plantas control que en el resto de tratamientos, que no
presentaron diferencias significativas entre ellos. En el muestreo 3 (final del
experimento), la concentracion de Mn aument6 ligeramente en las plantas
cultivadas a 35°C con 15 mM de salinidad respecto a las plantas control. Las plantas
cultivadas bajo el efecto de los niveles salinos 60 mM y 120 mM presentaron

concentraciones de Mn significativamente menores que las plantas control.
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En los muestreos 2 y 3 de la linea RIL-76, las plantas cultivadas a 35°C y con
distintos niveles de salinidad (15 mM, 60 mM y 120 mM de NaCl) presentaron

concentraciones mas elevadas de Mn en sus hojas que las plantas control.
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Figura 64: Concentraciéon de Mn en las hojas de las distintas lineas de tomate en los
tratamientos control a 25°C y los distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM) a 35°C.
La concentracion foliar de Mn esta expresada como umol kg' peso seco. Los datos
representan medias + SE (n = 3) para los muestreos 1 y 2. Para el muestreo 3 (n=10 a 25°C; n
=11 a 15 mM; n=8 a 60 mM; n=4 a 120 mM para la linea 18) (n=11 a 25°C; n =11 a 15 mM;
n=8 a 60 mM; n=8 a 120 mM para la linea 76).

La concentracién de zinc (Zn) en la hoja también fue incrementando hacia
el final del experimento, tanto en la linea RIL-18 como en la linea RIL-76. (Figura
65). En ambas lineas recombinantes, las concentraciones mas elevadas de Zn se
encontraron en las plantas que fueron cultivadas bajo condiciones de estrés de alta
temperatura combinada con 120 mM de NaCl respecto al tratamiento control y al

esto de tratamientos.
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Figura 65: Concentracién de Zn en las hojas de las distintas lineas de tomate en los
tratamientos control a 25 °C y los distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM) a 35°C.
La concentracion foliar de Zn esta expresada como pmol kg' peso seco. Los datos
representan medias + SE (n = 3) para los muestreos 1y 2. Para el muestreo 3 (n=10 a 25°C; n
=11 a 15 mM; n=8 a 60 mM; n=4 a 120 mM para la linea 18) (n=11 a 25°C; n =11 a 15 mM;
n=8 a 60 mM; n=8 a 120 mM para la linea 76).

Tabla 16: Estadistica de los micronutrientes estudiados en las hojas de las plantas
en los distintos estados fenologicos del cultivo. Las estrellas dentro de cada panel
representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD) para los distintos
micronutrientes estudiados en cada uno de los muestreos.

Linea B Fe Mn Zn
Muestreo 1 RIL-18 * % "
Muestreo 1 RIL-76 "
Muestreo 2 RIL-18 * #t ok okt
Muestreo 2 RIL-76 * * % ok
Muestreo 3 RIL-18 *kk otk -~ *
Muestreo 3 RIL-76 ok - - "

5.4.4. Parametros fotosintéticos

Durante la consecucidon de este experimento, y, en concreto, 5 semanas

después de comenzar los distintos tratamientos, se llevé a cabo la determinacion
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de los distintos parametros fotosintéticos en las dos lineas recombinantes de tomate
de interés. Estos pardmetros fueron: asimilacion de CO:, conductancia estomatica

y transpiracion.

Asimilacion de CO:

Un aumento de temperatura de 25°C a 35°C no causd diferencias
significativas en la asimilacion de CO: (Figura 66), aunque si se observé un ligero
incremento de este pardmetro. A 25°C, las plantas de la linea RIL-18 tuvieron una
mayor tasa fotosintética que las plantas de la linea RIL-76 de este mismo

tratamiento.

En la linea RIL-18 se observo que a 60 mM de NaCl, la tasa fotosintética
disminuia respecto al control y a las tratadas con 15 mM o 120 mM de NaCl, que
no obtuvieron diferencias significativas entre ellas. En la linea RIL-76, la
asimilacion de CO: disminuyd conforme incrementaba el nivel salino de los
tratamientos, aunque no se encontraron diferencias significativas entre el control y
las plantas cultivadas a 35°C con 15 mM y 60 mM de NaCl.
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Figura 66: Asimilacion de COz de las plantas de tomate de las lineas RIL-18 y RIL-
76 en los tratamientos control a 25°C y distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM)
a 35°C. La asimilacion de CO2 esta expresada en pmol CO2 m?s?. Los datos representan
medias + SE (n=4). Las barras con letras diferentes dentro de cada panel representan datos
con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

Conductancia estomdtica

En el caso de la conductancia estomadtica, no se encontraron diferencias
significativas entre las plantas de los distintos tratamientos de la linea RIL-18
(Figura 67). En cambio, en la linea RIL-76, se observd que la conductancia
estomatica disminuyd significativamente en las plantas que crecieron a 35°C de
temperatura con una salinidad de 120 mM respecto a las plantas control y al resto

de tratamientos.
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CONDUCTANCIA ESTOMATICA
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Figura 67: Conductancia estomatica de las plantas de tomate de las lineas RIL-18 y
RIL-76 en los tratamientos control a 25°C y distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120
mM) a 35°C. La asimilacion de CO2 esta expresada en pmol CO:2 m?s?'. Los datos
representan medias + SE (n=4). Las barras con letras diferentes dentro de cada panel
representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

Indice de transpiracion

Al estudiar la transpiracion de las plantas de las lineas RIL-18 y RIL-76, como
ocurria con la conductancia estomatica, no se encontraron diferencias significativas
entre los distintos tratamientos de la linea RIL-18 (Figura 68). El indice de
transpiracion de las plantas de la linea RIL-76 también tuvo un comportamiento
similar al descrito para la conductancia estomatica de estas plantas. Los valores
mas bajos se encontraron en las plantas que crecieron bajo el estrés combinado de
35°C y 120 mM de NaCl, respecto al tratamiento control y respecto al resto de

tratamientos.
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Figura 68: Tasa de transpiracion de las plantas de tomate de las lineas RIL-18 y RIL-
76 en los tratamientos control a 25°C y distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM)
a 35°C. La tasa de transpiracion esta expresada en pumol H20 m2s. Los datos representan
medias + SE (n=4). Las barras con letras diferentes dentro de cada panel representan datos
con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

5.4.5. Produccion del fruto de tomate

Los datos de produccion de tomate total fueron recogidos durante toda la
fase reproductiva de la planta (Figura 69). Teniendo en cuenta que, bajo los
tratamientos de salinidad madas altos, la supervivencia de las plantas
correspondientes a la linea RIL-18 fue significativamente menor que las de la linea
RIL-76, es 16gico tener presente que la produccion obtenida bajo estos tratamientos
también fue significativamente diferente, aunque los datos se presentan siempre en

gramos de fruto obtenidos por planta.

En general, la produccién de frutos de tomate fue mas alta en las plantas de
la linea RIL-76 que la linea RIL-18. En ambas lineas, la producciéon de fruto de
tomate fue mayor en las plantas que crecieron en condiciones dptimas de cultivo
que en las plantas a las que se aplico el estrés combinado de salinidad, a distintos

niveles, y alta temperatura.



CAPITULO V: RESULTADOS Y DISCUSION 205

A 35°C, las plantas que crecieron con una salinidad de 15 mM presentaron
una cosecha significativamente mas baja que las plantas control en ambas lineas,
aunque ese descenso fue mas acusado en la linea RIL-18, con una disminucién de

la produccion de mas del 30% frente al 15% de disminucion de la linea RIL-76.

Los tratamientos de 60 mM y120 mM de NaCl, combinados con la alta
temperatura, redujeron drasticamente la cosecha respecto a las plantas control en
ambas lineas, siendo de nuevo mas acusado en la linea RIL-18, con una pérdida de
la produccion del 80% frente al 75% de pérdidas de la linea RIL-76. Entre estos
tratamientos no se encontraron diferencias significativas en la produccion final de

las plantas.
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Figura 69: Produccion de tomate de las lineas RIL-18 y RIL-76 en los tratamientos
control a 25°C y distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM) a 35°C. Los datos
representan medias + SE (n=10 a 25°C; n=11 a 15mM; n=8 a 60 mM; n=4 a 120 mM para la
linea 18) (n=11 a 25°C; n = 11 a 15 mM; n=8 a 60 mM; n=8 a 120 mM para la linea 76). La
produccion de tomate esta expresada en g/planta. Las barras con letras diferentes dentro de
cada panel representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

Al estudiar la produccién de tomate, también se estudié la biomasa total de
las plantas calculada a partir del peso fresco de la parte aérea, y la produccion total

recogida tras la fase reproductiva (Figura 70).

La biomasa total fue mayor en las plantas de la linea RIL-76, tanto a 25°C
como a 35°C, respecto a las plantas de la linea RIL-18, bajo los distintos
tratamientos. En ambas lineas, no se encontraron diferencias significativas en la
biomasa total entre las plantas control y las plantas cultivadas a 35°C con una
salinidad de 15 mM. En la linea RIL-18, la biomasa total disminuy6 en las plantas
sometidas al estrés combinado de alta temperatura y los niveles salinos de 60 mM
y 120 mM respecto a las plantas control, y no se apreciaron diferencias significativas
entre las plantas de dichos tratamientos, aunque las plantas cultivadas a 120mM de
salinidad mostraron un ligero descenso respecto a las cultivadas con un nivel salino
de 60 mM.
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La linea RIL-76 se comport6 de manera similar a la linea RIL-18, ya que las
plantas cultivadas bajo los efectos de la alta temperatura junto con una salinidad
de 15 mM disminuyeron significativamente su biomasa total respecto a las plantas
cultivadas en condiciones éptimas. También se observo un descenso en la biomasa
de las plantas cultivadas a 35°C con una salinidad de 60 mM y 120 mM de NaCl
respecto a las plantas control, que fue significativamente mas acusado en las

plantas a las que se les aplico una salinidad del 120 mM de NaCl.
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Figura 70: Biomasa total (parte aérea + produccién) de las lineas RIL-18 y RIL-76 en
los tratamientos control a 25°C y distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM) a 35°C.
Los datos representan medias + SE (n=10 a 25°C; n=11 a 15 mM; n=8 a 60 mM; n=4 a 120 mM
para la linea 18) (n=11 a 25°C; n =11 a 15 mM; n=8 a 60 mM; n=8 a 120 mM para la linea 76).
La produccion de tomate estd expresada en g/planta. Las barras con letras diferentes dentro
de cada panel representan datos con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).
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5.4.6. Parametros de calidad de los frutos

Conforme se fueron recolectando los frutos de las plantas de tomate de las
lineas seleccionadas RIL-18 y RIL-76, se realizo un estudio de calidad, en el que se
determinaron parametros fisicos, como el peso del fruto o el tamafio, y parametros
quimicos, como la conductividad eléctrica, los azticares solubles, el pH, y la acidez
del fruto.

Peso del fruto

Al determinar el peso de los frutos seleccionados para tenerlos en cuenta
dentro de los pardmetros de calidad evaluados, éstos fueron similares para ambas
lineas recombinantes (Figura 71). Tanto en la linea RIL-18 como en la RIL-76, los
frutos de tomate mds grandes se encontraron en las plantas que crecieron bajo
condiciones 6ptimas de cultivo (control). Cuando las plantas crecieron bajo el efecto
de la alta temperatura y la salinidad, el peso del fruto fue disminuyendo y éste iba
siendo menor conforme aumentaba el estrés salino, desde 15 mM a 120 mM de
NaCl. Entre las plantas cultivadas bajo el efecto de la combinacion de estreses (35°C
y 60 mM o 120 mM de NaCl) no se encontraron diferencias significativas en el peso

de sus frutos.
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Figura 71: Promedio del peso de los frutos de las lineas RIL-18 y RIL-76 en los
tratamientos control a 25°C y distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM) a 35°C. El
peso del fruto estd expresado en gramos. Los datos representan medias + SE (n=6). Las
barras con letras diferentes dentro de cada panel representan datos con diferencias
significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

Tamaiio

Se midieron los didametros longitudinal y ecuatorial (Figura 72 y Figura 73
respectivamente), de los frutos recolectados en ambas lineas recombinantes,
llegandose a la conclusion de que los frutos de las plantas cultivadas a 25°C tenian

un mayor tamafo que los de las plantas cultivadas a 35°C.

En la linea RIL-18, el didmetro longitudinal no presentd diferencias
significativas entre los frutos de los distintos tratamientos de las plantas que fueron
cultivados a 35°C y diferentes dosis de NaCl (15 mM, 60 mM y 120 mM). Los frutos
de las plantas cultivadas a 35°C de la linea RIL-76, en cambio, mostraron un mayor
didmetro cuando eran cultivados con una salinidad de 15 mM que aquellos

recolectados de plantas que se cultivaron con 60 mM y 120 mM de NaCl.

El didmetro ecuatorial de los frutos de las plantas cultivadas a 35°C de
ambas lineas, también fue significativamente mayor en las plantas que crecieron

con 15 mM que las que crecieron con 60 mM y 120 mM de NaCl.
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Figura 72: Promedio del diametro longitudinal de los frutos de las lineas RIL-18 y
RIL-76 en los tratamientos control a 25°C y distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120
mM) a 35°C. El didmetro longitudinal esta expresado en milimetros. Los datos representan
medias + SE (n=6). Las barras con letras diferentes dentro de cada panel representan datos
con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).
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Figura 73: Promedio del diametro ecuatorial de los frutos de las lineas RIL-18 y RIL-
76 en los tratamientos control a 25°C y distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM)
a 35°C. El didmetro ecuatorial esta expresado en milimetros. Los datos representan medias
+ SE (n=6). Las barras con letras diferentes dentro de cada panel representan datos con
diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).
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Determinacion de la conductividad eléctrica (CE) en frutos

Se determind la CE del zumo resultante de los tomates recolectados
anteriormente, y se observd que un incremento en la temperatura de crecimiento
de las plantas aumentd significativamente la CE del zumo de tomate,tanto en la
linea RIL-18 como en la RIL-76 (Figura 74).

Los frutos de las plantas de la linea RIL-18 que crecieron bajo el efecto de la
alta temperatura y los niveles salinos de 60 mM Y 120 mM, presentaron una CE
significativamente mas alta que los frutos control y que los frutos cultivados a 35°C
con 15 mM de NaCl.

En la linea RIL-76, la CE mas alta se dio en los frutos cultivados bajo la
combinacion de estreses a 35°C y 120 mM de NaCl, la cual fue significativamente

mayor que la encontrados en el resto de tratamientos.
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Figura 74: Conductividad eléctrica de los frutos de las lineas RIL-18 y RIL-76 en los
tratamientos control a 25°C y distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM) a 35°C. La
conductividad eléctrica esta expresada en ds/s!. Los datos representan medias + SE (n=6).
Las barras con letras diferentes dentro de cada panel representan datos con diferencias
significativas a p <0.05 (Tukey HSD).
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Determinacién de grados °Brix

Al igual que ocurria con la CE, la determinacion de °Brix en el zumo de los
frutos estudiados revel6 un aumento de la concentracion de azticares en los frutos
de las plantas cultivadas a 35°C respecto a los de las plantas cultivadas a 25°C, que
fue aumentando conforme aumentaba el nivel salino al que estaban sometidas las
plantas en ambas lineas (Figura 75). Tanto en linea RIL-18 como en la RIL-76, los
grados °Brix fueron significativamente mas altos en los frutos de las plantas que
crecieron bajo el efecto de la alta temperatura y los niveles salinos 60 mM y 120

mM, que no presentaron diferencias significativas entre ellos.
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Figura 75: °Brix de los frutos de las lineas 18 y en los tratamientos control a 25°C y
distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM) a 35°C. Los datos representan medias +
SE (n=6). Las barras con letras diferentes dentro de cada panel representan datos con
diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

Determinacién de pH

Se determiné el pH en el zumo del tomate en las lineas RIL-18 y RIL-76 y se
observd que, a 35°C en ambas lineas, el pH de los frutos estudiados disminuia

conforme aumentaba el estrés salino al que estaban sometidas las plantas (Figura
76).
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En la linea RIL-18, no se encontraron diferencias significativas entre las
plantas control y las plantas cultivadas a 35°C con 15 mM de NaCl. Los valores mas
bajos de pH se encontraron en las plantas cultivadas con 120 mM de salinidad y
35°C de temperatura, siendo estos valores significativamente menores que en el

resto de tratamientos.

En la linea RIL-76, no se encontraron diferencias significativas entre las
plantas control y las plantas cultivadas a 35°C bajo los niveles salinos 15 mM y 60
mM de NaCl, aunque si se apreciaba un ligero descenso en estas ultimas. Los
valores mas bajos, al igual que ocurria en la linea RIL-18, se encontraron en los

frutos de las plantas cultivadas con 120 mM de NaCl.
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Figura 76: pH de los frutos de las lineas RIL-18 y RIL-76 en los tratamientos control
a 25°C y distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM) a 35°C.. Los datos representan
medias + SE (n=6). Las barras con letras diferentes dentro de cada panel representan datos
con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

Determinacion de la acidez valorable

Al determinar la acidez del zumo de tomate de los frutos estudiados
mediante la valoraciéon con NaOH, se observé que, a 35°C, en ambas lineas la acidez
de los frutos aumentaba conforme aumentaba el nivel del estrés salino al que

estaban sometidas las plantas Figura 77.
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Tanto en la linea RIL-18 como en la linea RIL-76, no se encontraron
diferencias significativas entre en la acidez de los frutos de las plantas cultivadas a
25°C y las cultivadas a 35°C bajo una salinidad de 15 mM de NaCl. Los valores mas
altos de acidez se encontraron en las plantas cultivadas bajos los estreses

combinados de alta temperatura y 120 mM de NaCl.
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Figura 77: Acidez del fruto de las lineas RIL-18 y RIL-76 en los tratamientos control
a 25°C y distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM) a 35°C. La acidez del fruto esta
expresada en gramos de acido citrico. Los datos representan medias + SE (n=6). Las barras
con letras diferentes dentro de cada panel representan datos con diferencias significativas
a p <0.05 (Tukey HSD).

Estado nutricional del fruto

Una vez determinados los pardmetros de calidad de los frutos, se procedio
estudiar el estado nutricional de los mismos, determinandose la concentracion de

los macronutrientes Ca*, K*, Mg? y Na*.

En la linea RIL-18 (Figura 78), la concentracion de Ca? en el fruto fue mayor
en las plantas cultivadas a 35°C bajo el efecto de los distintos niveles salinos (15
mM, 60 mM y 120 mM de NaCl) que en el tratamiento control. Ademas, estos

tratamientos no presentaron diferencias significativas entre ellos.
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En la linea RIL-76 el comportamiento fue similar al descrito anteriormente,
salvo que los frutos de las plantas cultivadas bajo condiciones de salinidad y
temperatura extrema (120 mM y 35°C) obtuvieron valores semejantes de Ca? al

encotnrado en las plantas control.
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Figura 78: Concentracion de Ca?* en los frutos de las distintas lineas de tomate en
los tratamientos control a 25 °C y los distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM) a
35°C. La concentracion esta expresada como mmol kg peso seco. Los datos representan
medias + SE (n=6) Las barras con letras diferentes dentro de cada panel representan datos
con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

Al estudiar la concentracion de K* en el fruto de la linea RIL-18 (Figura 79),
se observo que los valores de este catidn eran significativamente menores a 35°C

con respecto a las plantas control..

En la linea RIL-76, las concentraciones mas altas de K* se encontraron en los
frutos de las plantas cultivadas a 35°C bajo el efecto salino de 15 mM de NaCl,
aunque sin diferencias significativas respecto a los frutos del tratamiento control.
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Figura 79: Concentracién de K+ en los frutos de las distintas lineas de tomate en los
tratamientos control a 25 °C y los distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM) a 35°C.
La concentracion esta expresada como mmol kg peso seco. Los datos representan medias
+ SE (n=6) Las barras con letras diferentes dentro de cada panel representan datos con
diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

La Figura 80 muestra la concentracion de Mg?* en frutos de ambas lineas
recombinantes. En la linea RIL-18, no se observaron diferencias significativas en la
concentracion de Mg? obtenida en frutos entre los distintos tratamientos, aunque
se aprecia un ligero descenso en esta concentracion en los frutos de plantas

cultivadas a 35°C respecto a las plantas control.

En la linea RIL-76, la concentracion de Mg?* fue mayor en los frutos de las
plantas que crecieron bajo el efecto de la alta temperatura y 15 mM de salinidad
que en el resto de tratamientos, incluido el control.
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Figura 80: Concentracion de Mg?* en los frutos de las distintas lineas de tomate en
los tratamientos control a 25 °C y los distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM) a
35°C. La concentracion esta expresada como mmol kg peso seco. Los datos representan
medias + SE (n=6) Las barras con letras diferentes dentro de cada panel representan datos
con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

Al estudiar la concentracion de Na* (Figura 81), se observd que en la linea
RIL-18 la concentracion de Na* fue aumentando conforme aumentaban los niveles
salinos a los que estaban sometidas las plantas a 35°C. Los valores mas altos de Na*
se encontraron en los frutos de las plantas cultivadas a 120 mM bajo condiciones
de alta temperatura. Entre las plantas control y las plantas cultivadas a 35°C con 15
mM de NaCl no se encontraron diferencias significativas en la concentracion de

este cation.

Los frutos de las plantas de la linea RIL-76 cultivadas a 35°C bajo los niveles
salinos de 60 mM y 120 mM presentaron concentraciones de Na*semejantes, los
cuales fueron significativamente mayores que las obtenidas en las plantas control.
Al igual que ocurria en la linea RIL-18, entre las plantas control y las plantas

cultivadas a 35°C con 15 mM de NaCl no se encontraron diferencias significativas.
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Figura 81: Concentracion de Na* en los frutos de las distintas lineas de tomate en
los tratamientos control a 25 °C y los distintos niveles salinos (15 mM, 60 mM y 120 mM) a
35°C. La concentracion esta expresada como mmol kg peso seco. Los datos representan
medias * SE (n=6) Las barras con letras diferentes dentro de cada panel representan datos
con diferencias significativas a p <0.05 (Tukey HSD).

5.4.7. Discusion

Las regiones semiaridas de todo mundo, como es el caso del arco
mediterraneo, sufren de escasez de agua de buena calidad, lo que fomenta el uso
de agua salina de los acuiferos para riego, que contienen concentraciones
excesivas de sales solubles, principalmente cloruros (3-6 dS m™) (Fernandez-
Garcia y col., 2004). En estas zonas, ademas, la influencia del estrés salino se ve
agravada en la mayoria de las ocasiones por la accion simultanea de otros
factores, como temperaturas elevadas por prolongados periodos de tiempo, lo
que hace que los dafios producidos por estos estreses combinados en el
rendimiento de los cultivos sean mas devastadoras que cuando los estreses se dan
por separado (Mittler, 2006). Las plantas de tomate se consideran moderadamente
sensibles a la salinidad, ya que el crecimiento y el rendimiento del cultivo
comienzan a disminuir cuando la conductividad eléctrica de la solucién nutritiva
con la que se riega supera los 2.5-4.0 dS m-! (Rosadi y col., 2014). Este nivel de

salinidad mejora la calidad de los frutos, dado que las células tienden a acumular
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solidos solubles totales y compuestos antioxidantes en mayor medida para hacer
frente a estas condiciones de estrés (Rodriguez-Ortega y col., 2019). Es por ello
que para la consecucion de este experimento, las plantas control fueron irrigadas

con solucion nutritiva Hoagland completa (Tabla 5 y

Tabla 6) preparada a partir de agua desionizada y 15 mM de NaCl, lo que no
comprometia el desarrollo vegetativo de las plantas y aumentaba la calidad de los

frutos.

Como se ha relatado anteriormente, las plantas responden a la alta
temperatura o a ambientes salinos a través de multiples mecanismos fisioldgicos,
metabolicos y moleculares. Estos mecanismos estdn interconectados para crear
respuestas especificas que conduzcan a la aclimatacion de la planta a ambientes
extremos (Conde y col., 2011). Ademas, el estrés combinado puede afectar de
manera diferente a las plantas dependiendo del estado de desarrollo en el que se
encuentren. La germinacion, el crecimiento vegetativo, la floracion o la
reproduccion pueden ser afectadas de manera diferente ante el mismo estrés, y, por
otro lado, puede afectar también de manera diferente a los distintos tejidos que
componen la planta (Mittler, 2006; Rivero y col., 2019).

Al analizar los resultados obtenidos, se observd que una exposicion
prolongada a 60 mM de NaCl (durante los 4 meses que durd el experimento),
mermo el namero de plantas de plantas en un 33% en ambas lineas RIL-76 y RIL-
18 (Figura 55), y que a 120 mM de NaCl, sobrevivieron un 33% mas de plantas de
la linea RIL-76, considerada como la linea tolerante, que de la linea RIL-18,
considerada como la linea sensible. Estos datos contrastan con los experimentos
anteriores, en los que no se perdié ninguna planta durante la consecucion de los
distintos ensayos. El primer efecto que puede observarse de la salinidad en las
plantas es el "efecto osmotico", ya que las raices estan expuestas al exceso de sal en
el medio de crecimiento, lo que limita la absorcién de agua, creando un déficit de
agua en la planta con efectos negativos en el crecimiento. A medida que aumenta
el tiempo de exposicion a la sal, las plantas comienzan a sufrir fitotoxicidad idnica,
debido a la acumulacién de Cl- y Na*en las células vegetales, y a los desequilibrios

nutricionales que esta acumulacidn conlleva, ya que también se inhibe la absorciéon
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de algunos nutrientes (Flores y col., 2016; Oztekin y Tuzel, 2011; Zhang y col., 2017).
Es probable, por lo tanto, que, en las plantas de los anteriores experimentos, que
estaban expuestas durante periodos mas cortos de tiempo a la salinidad (21 y 15
dias en los experimentos del Capitulo 2, y 7 dias en el Capitulo 3), no llegara a
producirse la “fase de agotamiento” del estrés como ha ocurrido en este
experimento. Este efecto, en cambio, si se habria producido en las plantas que se
perdieron durante este experimento, provocando dafios en los procesos fisioldgicos
y metabolicos como la fotosintesis, la respiracion, la division celular y la sintesis de
ROS. Durante las condiciones ideales de crecimiento, el sistema antioxidante de la
planta controla firmemente la produccion y utilizacion de ROS (Hameed y col.,
2013), lo que reduce considerablemente el dafio oxidativo gracias a la accion de las
enzimas que participan en dicho sistema (Gapinska y col., 2008). Es probable, por
lo tanto, que la exposicion de las plantas durante un tiempo prolongado al estrés
haya terminado agotando al sistema antioxidante celular, provocando la
acumulacién masiva de ROS, lo que finalmente provocd una disminucion en el
crecimiento vegetativo y en el rendimiento (Tuna, 2014), y, en casos extremos, la

muerte en las plantas (Zizkova y col., 2015).

No obstante, el indice de supervivencia (Figura 55) de las dos lineas
seleccionadas volvid a corroborar que la linea RIL-76 seguia siendo la mas
tolerante, puesto que un mayor niumero de plantas sobrevivié a la combinacion de
estreses, y, ademas, las plantas que sobrevivieron presentaron un mayor desarrollo
vegetativo que las de la linea RIL-18 cultivadas bajo las mismas condiciones (Figura
56 y Figura 57). Por lo tanto, se confirma la teoria expuesta en el Capitulo 2, donde
se mencionaba que, en base a los resultados obtenidos, es probable que la RIL-76
haya heredado los genes involucrados en la respuesta al estrés extremo que
provienen del parental silvestre (S. pimpinellifolium L) y que no estan presentes en

la variedad comercial (S. lycopersicum L.) (Razali y col., 2018).

En cuando al crecimiento de las plantas, ambas lineas RILs presentaron
distintos comportamientos en los dos muestreos que se hicieron a diferentes
estados fenologicos. En estado vegetativo, la alta temperatura incrementd el
crecimiento de la linea RIL-18 (Figura 56), pero no el de la linea RIL-76 (Figura 56).
Los estreses combinados de alta temperatura y salinidad a 60 mM y 120 mM de

NaCl, en cambio, redujeron el crecimiento de las plantas en ambas lineas
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recombinantes. En el segundo muestreo (Figura 57), cuando las plantas ya habian
alcanzado el estado reproductivo, se observé que tanto la alta temperatura como el
estrés combinado de alta temperatura y 60 mM de NaCl habian incrementado el
crecimiento de las plantas, y, por el contrario, una salinidad de 120 mM de NaCl
redujo considerablemente el peso fresco de las plantas. De nuevo se comprueba
que el efecto de la sensibilidad o la tolerancia a condiciones salinas puede diferir
segun el medio de cultivo, el grado de salinidad usada y la etapa de crecimiento de
la planta seleccionada para aplicar dichos estreses (Mittler, 2006). Por otro lado cabe
sefialar que la exposicidon de la planta a altas temperaturas puede acelerar la tasa

de desarrollo fenoldgico de las mismas (Hatfield y Prueger, 2015).

Sorprendentemente, en los experimentos anteriores, el crecimiento de las
plantas expuestas al efecto de la combinacion de estreses (75 mM de salidad y alta
temperatura) nunca habia superado el de las plantas control, por lo que es posible
que las plantas de ambas lineas sean capaces de tolerar un maximo de salinidad
comprendido entre los 60 mM aplicados en este experimento, y los 75 mM aplicado
en los experimentos anteriores, ya que, a 120 mM, la reduccién del crecimiento de
las plantas si fue considerable. En este sentido, se demuestra que el parental
silvestre, S. pimpinellifollium L., de las lineas RILs estudiadas, podria contener genes
con un gran potencial de tolerancia a la salinidad (Hernandez, 2019) y que las lineas
estudiadas RIL-18 y RIL-76 podrian expresarlos, en diferente medida, para hacer

frente a las condiciones de estrés abiotico.

El ionoma de la planta puede proporcionar informacién sobre el estado
nutricional de la planta en distintos estadios de crecimiento (Salt y col., 2008). En
general, los estreses abioticos de salindad y alta temperatura generan un défiti
hidrico en las plantas que afecta a numerosos procesos metabdlicos, fisiologicos y
moleculares involucrados en la productividad del cultivo, ya que aunque la
absorcion de agua y nutrientes son procesos independientes en la raiz, la necesidad
de agua disponible para el crecimiento y transporte de nutrientes estan

intimamente relacionadas (Sanchez-Rodriguez y col., 2014).

El calcio (Ca?) es un nutriente esencial para el crecimiento de las plantas, ya
que, entre otras funciones, cumple varios roles estructurales en la pared celular y
las membranas, ademas de actuar de mensajero intracelular y de contra-cation para

los iones organicos e inorganicos en la vacuola (White y Broadley, 2003). Nuestros
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resutlados indican que, durante el crecimeinto vegetativo de las plantas de ambas
lineas RIL-18 y RIL-76 (Figura 58), el Ca? se encontrd en mayor concentracion en
las hojas que cuando la planta estaba en estado reproductivo, lo que demuestra que
durante la fructificacion, el Ca? fluy6 desde las raices no solo hacia las hojas, si no

también hacia el fruto en formacion (de Freitas y col., 2014).

Numerosos estudios han demostrado que el Ca?* esta involucrado en la
tolerancia al estrés producido por la alta temperatura en las plantas (Gong y col.,
1997; Larkindale y Knight, 2002; Tan y col., 2011). En este sentido, se observd que
cuando las plantas de ambas lineas eran cultivadas a 35°C en las mismas
condiciones salinas que las plantas cultivadas a 25°C, las plantas de la linea RIL-76
presentaban mayor concentracion de Ca?* que las plantas control, al contrario de lo
que ocurria en la linea RIL-18. Este comportamiento sugiere, por lo tanto, que es
problable que la concentracion de Ca?* en las plantas de la linea RIL-76 forme parte
de la respuesta adaptativa al estrés que presentan dichas plantas, haciéndolas mas
tolerantes a las altas temperaturas. Por otro lado, en esta misma linea, también se
observo que la acumulacion de Ca?  en la hoja se correlacionaba negativamente con
la acumulacion de Na* (Figura 60), lo que no ocurria en la linea RIL-18. Estos datos
conducen a pensar, como apuntaba (Cramer, 2002) que es posible que las altas
concentraciones de Ca* hayan reducido la permeabilidad de la membrana
plasmatica a Na* y su acumulacion por la entrada pasiva, lo que, a su vez, haya
disminuido la toxicidad producida por la acumulacion de Na* en las células.
Numerosos estudios han demostrado que esa relacion entre el Ca* y el Na* esta
implicada en los mecanismos de resistencia de las plantas a la salinidad (Hadi y
Karimi, 2012; Kaya y col., 2002; Kurusu y col., 2015), por lo que puese ser que este

comportamiento en la linea RIL-76 sea una de las causas de su tolerancia.

La concentracién de Ca? también guardo relacion con la acumulacion de K+
en las hojas durante los tres estados fendlicos estudiados de la linea RIL-76 (Figura
59). Precisamente, la importancia del Ca?* frente a la salinidad reside en que al ser
capaz de reducir la absorcion de Na*, provocando un aumento en la absorciéon de
K* (Grattan y Grieve, 1999; Munns et al., 2002), lo que resulta en un aumento del
crecimiento de las plantas. Este comportamiento se vio reflejado en los resultados
de peso fresco de las lineas estudiadas, ya que la linea RIL-76 presenté un mayor
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desarrollo vegetativo que la RIL-18, lo que podria apoyar la hipotesis descrita
anteriormente (Grattan y Grieve, 1999; Munns et al., 2002).

Junto con el K* y el N, el P, también es uno de los nutrientes mas importantes,
ya que estimula el crecimiento de las raices y la produccion floral, asi como el
crecimiento temperano de los frutos (Sainju y col, 2003). A lo largo del
experimento, el P se fue concentrando en las hojas en ambas RILs estudiadas
(Figura 61), ya que aunque es un elemento relativamente inmdvil en relacion con
otros nutrientes, y ante situaciones de estrés, la planta es capaz de movilizarlo de
manera efectiva desde las partes mas maduras hasta el tejido en crecimiento activo
(van de Wiel y col., 2015). Por otro lado, y al igual que ocurria en los estudios de
(Chaichi y col., 2017), el P también se encontré en mayor concentracion en aquel
tratamiento en el que la salinidad fue mas extrema combinado con la alta
temperatura (120 mM de NaCl a 35°C) que en el resto de tratamientos, debido
posiblemente al desequilibrio iénico que influye en los mecanismos biofisicos y/o
metabolicos del crecimiento de las plantas (Nedjimi, 2011). En relacion a las
distintas lineas, el P se encontrd en mayor concentracion en las hojas de las plantas
sometidas al estrés combinado de linea RIL-18 respecto a su control que en la linea
RIL-76. Este hecho puede tener su posible explicaciéon en que la linea RIL-18, al ser
mas sensible a los estreses combinados que la linea RIL-76, pudiese tener mayor
concentracion de fésforo inorganico (Pi) debido al gasto de ATP generado en la
respuesta antioxidante de la planta (Patil y Chavan, 2011), ya que especies de
plantas, e incluso diferentes genotipos dentro de la misma especie, pueden diferir
en la eficiencia celular del P (Balemi y col., 2012; Fohse y col., 1988).

Aunque en menor medida que los macronutrientes, los micronutrientes
también son necesarios para el crecimiento de las plantas, y la alteracion de la
homestosais de estos puede causar deficiencias, e incluso, toxicidad (Sainju y col.,
2003) a nivel celular. Los micronutrientes juegan diferentes funciones en la
mediacion del estrés salino debido a su participacion en distintos mecanismos,
como el mantenimiento del equilibrio hidrico, la absorcién y asimilaciéon de
nutrientes, el intercambio de gases y la disminucion del estrés oxidativo mediante
modificacion de las expresiones génicas, ademdas de ser cofactor metdlico de
algunas proteinas, como la SOD o la nitrato reductasa (Chakraborty y col., 2016;
Hussain y col., 2018). Bajo condiciones de salinidad extrema (120 mM) y 35°C de
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temperatura, las concentraciones de Fe (Figura 63) y Zn (Figura 65) aumentaron en
ambas lineas RIL-18 y RIL-76 notablemente, sobre todo al final del ensayo, lo que
pueda ser debido a la sobreexpresidon de enzimas del sistema antioxidante celular,
ya que estos elementos son cofactores de la SOD (Shenker y col., 2004). Aunque el
Fe es esencial para el crecimiento de las plantas, también puede ser altamente
reactivo y toxico en concentraciones elevadas, ya que puede alterar el metabolismo
de las mitrocondrias y los cloroplastos y producir dafio oxidativo a través de la
reaccion de Fenton (Morrissey y Guerinot, 2009). Por otro lado, el Zn puede aliviar
el estrés producido por la toxicidad derivada de la acumulacién de metales pesados
(Hassan y col., 2017), lo que conduce a pensar que la alta concentracién de Zn
encontrada en dichas plantas también forme parte de un mecanismo de defensa de

las mismas ante la alta acumulacion de Fe.

El B participa en el crecimiento reproductivo del tomate, e influye en la
floracion y la produccion final de los frutos (Sainju y col., 2003). Nuestros
resutlados indican que la concentracion de B en ambas lineas RIL-18 Y RIL-76 fue
menor en los tratamientos en los que la salinidad a 60mM y 120mM era combinada
con el estrés de alta temperatura que en las plantas que crecieron bajo condiciones
optimas (Figura 62), lo que corresponde con los datos de produccidon obtenidos

durante en el ensayo.

Por ultimo, al estudiar la homeostasis del Mn en las distintas lineas RILs
(Figura 64), se comprobd que la linea RIL-76 presentaba mayor concentracion de
este microelemento que en las plantas que crecian bajo el efecto de la salindad y la
alta temperatura que en las plantas control, al contrario de lo que ocurria en la RIL-
18. Como ocurria con el Zn y el Fe, el Min también participa como cofactor de varias
enzimas, comola SOD (Shenker y col., 2004), por lo que es posible que un aumento
de la concentracion de este microelemento esté indirectamente relacionado con la
sobreexpresion de proteinas implicadas en la detoxificacion de las ROS en las
plantas que crecieron bajo condiciones climatoldgicas extremas. Esto podria
llevarnos a hipotizar que la linea RIL-76 sea capaz de tener una maquinaria

antioxidante mas efectiva que la linea RIL-18.

A pesar de que hay numerosos indicios que demuestran que la linea RIL-76
presentd una mejor respuesta hacia los estreses combinados de salindad y alta

temperatura que la linea RIL-18, los resultados relacionadoc con los pardmetros de
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intercambio gaseoso en las plantas (Figura 66,Figura 67 y Figura 68,
respectivamente) relevan un comportamiento inesperado, ya que éstos se vieron
mas alterados por las condiciones extremas en las plantas de la linea tolerante (RIL-
76) que en la linea sensible (RIL-18) respecto a los respectivos conotroles. No
obstante, Nosberger y col. (2006) y Rossi y col. (2015) demostraron que las tasas
mas altas de fotosintesis no necesariamente conducen a aumentos en la biomasa y
el rendimiento debido a la interaccion en las redes reguladoras del metabolismo de
las hojas de las plantas. Ademas, los factores genéticos involucrados en la
regulacion de la fotosintesis siguien siendo desconocidos (Flood y col., 2011),
aunque ya se estan realizando estudios con lineas introgresadas de tomate para
identificar los genes que regulan la fotosintesis, el metabolismo primario y el
crecimiento de las plantas y su interaccion, con el fin ultimo de mejorar el

rendimiento de los cultivos (de Oliveira Silva y col., 2018).

Como se ha ido diciendo a lo largo de todos los ensayor realizados, los
estreses abidticos de salinidad y temperatura suelen actuar conjuntamente y
pueden dar lugar a devastadoras pérdidas econdmicas en la agricultura mundial
(Rivero y col.,, 2014), ya que es una de las principales limitaciones para la
produccion de cultivos y la seguridad alimentaria en todo el mundo (Fahad y col.,
2017; Mittler, 2006). Los resultados de produccion de este experimento
demostraron que la accién de dichos estreses actuando de manera conjunta mermao
significativamente la produccion de las lineas RILs seleccionadas, tanto la RIL-76
como la RIL-18 (Figura 69). No obstante, esa reduccion de la produccion no fue
proporcional a la concentracion salina aplicada, puesto que no hubo diferencias
significativas entre la produccién de las plantas cultivadas a 35°C con 60 mM de
salinidad respecto a las plantas cultivadas en las mismas condiciones de
temperatura con 120 mM de NaCl. Comparando los resultados de la cosecha con
los datos de biomasa total, se observé que los estreses combinados fueron mas
devastadores con la produccién de las plantas que con su crecimiento vegetativo,
lo que demuestra que la vulnerabilidad de los procesos de desarrollo involucrados
en la reproduccién, como la floracion y la produccion de frutos y semillas a los
estreses combinados (Rivero y col., 2019). Sorprendentemente, también se observd
que cuando los estreses se combinaban de manera extrema (35°C y 120 mM NacCl)
se redujo de forma significativa la biomasa total (Figura 70) de la linea RIL-76,
considerada como la mads tolerante, respecto al estrés donde la salinidad aplicada
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fue de 60 mM, al contrario de lo que ocurria en la linea RIL-18, donde no hubo

diferencias entre el tratamiento de 60 mM y el de 120 mM a 35°C de temperatura.

No obstante, los resultados de produccion distan mucho de los esperados, ya
que en una explotaciéon comercial de bajo rendimiento se pueden obtener
aproximadamente 10 Kg de fruta por m? mientras que en una explotacién moderna
en invernadero puede llegar hasta los 50 Kg/m? en cada ciclo de cultivo (Sonneveld
y Voogt, 2009). En ese sentido, el estudio realizado por Rao y col. (2013) destaca
que los comportamientos fisioldgicos relacionados con la adaptacién al estrés y la
produccion de las plantas de la variedad S. pimpinellifollium L. son dos conjuntos
de rasgos independientes que no estan correlacionados, y que el avance genético
ha permitido demostrar que el desarrollo vegetativo de las plantas junto con la
relacion K*/Na*, y no la produccion, son los componentes mas criticos para la
supervivencia de las plantas. Como se ha mencionado anteriormente, en el proceso
de domesticacion del tomate se han ido seleccionando variedades por sus
caracteristicas de produccion y la calidad de sus frutos. Sin embargo, el escenario
de cambio climéatico actual esta propiciando que se tenga en cuenta la tolerancia a
estreses abioticos extremos, como la salinidad y la alta temperatura, para la

seleccion de nuevas variedades.

La calidad del tomate para consumo en fresco esta determinada por su
apariencia: color, tamafio y forma, asi como por su dureza, textura, sus cualidades
organolépticas y sus beneficios nutracéticos (Domis y col., 2002). A simple vista, los
tomates cosechados bajo condiciones 6ptimas de cultivo de las dos lineas (RIL-18 y
RIL-76) no presentaban una apariencia comercial, puesto que tanto la disposicion
de los frutos en el racimo como la apariencia de estos se asemejaban mas a los frutos
del parental silvestre S. Pimpinellifolium L. que a los frutos comerciales que
actualmente se distribuyen en el mercado.
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Imagen 8: Detalle de los racimos de las lineas RIL-18 y RIL—6

Segun la FAQO, 2019, el tomate mas comun de todos tiene una forma
ligeramente aplanada, pesa de 70 a 150 gramos, y, generalmente, mide de 50mm a
70mm. En el estudio de calidad de las RILs seleccionadas, los frutos de tomate de
las plantas cultivadas en condiciones dptimas (Figura 71) pesaron en torno a 20 gr,
y los didmetros tanto ecuatorial como longitudinal fueron de 35 mm
aproximadamente, lo que dista mucho del tamafo comunmente establecido.
Ademas, el estrés de temperatura redujo el tamafio de los frutos en ambas lineas,
y, cuando se aplicaron, ademas, los distintos niveles salinos, el tamafio de los frutos
se vio todavia mas afectado, ya que disminuy6 considerablemente respecto al
tamafio de los frutos de las plantas control. Cuartero y Fernandez-Munoz (1999)
demostraron que los frutos de las plantas de tomate cultivadas bajo condiciones
salinas crecen de manera normal durante la fase de divisién celular, y que es
durante la expansion del fruto donde la salinidad compromete su tamafio debido
a la reduccién de la entrada de agua a las células frutales. Sin embargo, el aumento
de la salinidad de 60 mM a 120 mM de NaCl no causé ningtn efecto en el tamafio
de los frutos, por lo que es de suponer que una salinidad de 60 mM bajo condiciones
de alta temperatura fue suficiente para que afectar de forma considerable al

rendimiento de los frutos, principalmente debido a la pérdida de peso fresco. Esto
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contrasta con el estudio llevado a cabo por Zhang y col. (2017) donde se pone de
manifiesto que el estrés de salinidad durante las etapas de floracion y fructificacion
causa una reduccion en el rendimiento del tomate debida a la cantidad de fruta
producida y no al tamafio de la fruta. En el caso de las lineas recombinantes RIL-18
y RIL-76, la salinidad y la alta temperatura afectaron tanto a la cosecha final como

Control 15mM 352C  60mM 352C 120mM 352C

Qoo

Imagen 9: Tomates recolectados de cada uno de los tratamientos de ambas lineas
RILs estudiadas RIL-18 y RIL-76.

al tamano de los frutos.

RIL-18

RIL-76

Por otro lado, la calidad sensorial depende de numerosos factores como
el color, la textura, el aroma y la composiciéon de metabolitos primarios y
secundarios, como azucares, dcidos organicos y aminoacidos. Varios estudios han
establecido que la calidad organoléptica del tomate para consumo fresco esta
condicionada principalmente por los azticares y los dcidos presentes, que son los
que contribuyen a un buen sabor (Vogel y col., 2010). Por lo tanto, los parametros
mas destacados a tener en cuenta para valorar la calidad del tomate, a parte del
tamafio del fruto, son los sélidos solubles, el pH y la acidez valorable (Saltveit y
Technology, 2005). De estos, como se ha dicho anteriormente, el que mas influye en
el sabor del tomate son los °Brix, que estima la cantidad de solidos solubles totales
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contenidos en el fruto: aproximadamente la mitad de estos estos son azticares

reductores, y, el resto, acidos organicos y otros elementos (Ties y Barringer, 2012).

Todos los tratamientos salinos aplicados a las lineas RILs seleccionadas
bajo condiciones de alta temperatura aumentaron el indice de sélidos solubles en
el fruto (Figura 75), asi como la conductividad eléctrica (Figura 74) y la acidez
valorable (Figura 77), tal y como han recogido numerosos estudios sobre cdmo
afecta la salinidad a la calidad del fruto de tomate (Beckles, 2012; Flores y col., 2010;
Flores y col., 2003; Lu y col., 2010). En base a estos resultados, tal y como recogen
otros estudios (Ehret y Ho, 1986; Yurtseven y col., 2005), se podria decir que los
estreses de temperatura y salinidad aplicados de manera conjunta mejoraron la
calidad del fruto de tomate en términos de concentracion de aztcares solubles y
acidos, pero ese aumento en la calidad organoléptica fue acompafiada por una
pérdida de rendimiento, principalmente debida a la reduccién del peso y del

tamarno de los frutos frescos.

Por otro lado, el pH del fruto suele estar entre 3,9 y 4,9, y su variaciéon
depende del contenido en &cidos orgdnicos que presente el zumo. (Barringer, 2004).
Estos datos contrastan con los encontrados en el pH de los frutos de ambas lineas
RILs (Figura 76), que fueron de entre 3,2, en la combinacion de estreses extrema, y
3,5 en condiciones control, valores mas bajos de los hallados generalmente. Los
acidos citrico y madlico y el fosfato representan alrededor del 93% de la acidez
valorable de los tomates, y un aumento en la concentracion de fosfato resulta en
una disminucién en [H*], mientras que un aumento en los 4cidos citrico y malico
aumenta la acidez de los frutos (Anthon y col., 2011; Paulson y Stevens, 1974). En
base a estos estudios, los resultados sugieren que es probable que la que la
salinidad aumentara la concentracion de los dcidos citrico y malico, aumentando
asi la concentracion de [H*] en el fruto y, por consecuencia, disminuyendo su pH'y
aumentando su acidez, ya que, a vista de los resultados, la temperatura no causé
ningun efecto significativo ni en el pH (Figura 76) ni en la acidez de los frutos
(Figura 77): En cambio, cuando las plantas eran crecidas con una salinidad de 60
mM o de 120 mM de NaCl combinada con la alta temperatura, el pH se reducia

conforme aumentaba la concentracién salina en la solucién.

A pesar del resto de pardmetros, el contenido de azticar es mas importante

en términos de sabor (Sato y col., 2006) debido a que su aumento mejora no solo el
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valor de mercado de la fruta fresca, si no también su procesamiento, ya que
aumenta el sabor dulce y disminuye el contenido de agua (Barry y col., 1996). Sin
embargo, tal y como se ha visto en los resultados, aunque la combinacion de
estreses aumentd el contenido de azucar en los frutos, también limitd la
productividad de las plantas, y tuvo efectos adversos sobre el vigor y el
rendimiento de los ambas lineas RILs (Munns y Tester, 2008), debido a una
disminucién en tamafo de fruta y la cosecha final por planta de tomate (Magan y
col.,, 2008). Actualmente también se estan realizando estudios basados en la
identificacion de genes con los que poder entender la quimica y la genética
responsables del sabor caracteristico del tomate, y poder identificar asi asociaciones
entre las caracteristicas bioquimicas o fisicas de la fruta y los rasgos sensoriales.
(Klee y Tieman, 2018; Tieman y col., 2017).

Es por ello que el futuro de la calidad del tomate reside en encontrar especies
y genotipos que sean tolerantes a condiciones extremas, y sobre todo, a la
combinacion de estreses, para asi tener una buena produccion que se corresponda

con una buena calidad de los frutos (Khanbabalo y col., 2018).

La nutricion también es fundamental para el rendimiento de los cultivos. La
composicion de la materia mineral de los frutos caracteriza sus condiciones
nutricionales e indica los potenciales de rendimiento. Las cantidades excesivas de
K* y Mg* en el tomate inhiben la absorciéon de Ca?*, lo que puede causar
podredumbre(Adams y Ho, 1993; Demirbas, 2010). La combinacion de los estreses
de salinidad y la alta temperatura no afect6 de manera significativa a la
concentracion de K* (Figura 79) o Mg? (Figura 80) en los frutos de la linea RIL-76,
aunque si que disminuyo la concentracion de K* de los de la linea RIL-18. Por el
contrario, la combinacién de estreses hizo que aumentara la concentracién de Ca?
en los frutos (Figura 78), lo que explica por qué no se encontré podredumbre apical
en ellos (Mestre y col.,, 2012). Cuando el Mg* se encuentra en concentraciones
deficientes, el tamafio de los frutos puede verse drasticamente mermado (Carvajal
y col., 1999; Hao y Papadopoulos, 2004). Sin embargo, en las RILs seleccionadas, la

concentracion final de Mg?* obtenida no fue determinante en el tamafio del fruto.

Por altimo, la concentracién de Na* aumentd en el fruto conforme fue
aumentando la concentracion de NaCl en los tratamientos salinos, aunque el

incremento fue menos acusado en la linea RIL-76 que en la RIL-18. Tal y como
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argumenta Ali y Ismail (2014) en sus estudios, la salinidad, no solo disminuye el
tamarnio de la fruta fresca, si no que también disminuye el contenido de compuestos
importantes en su calidad, como B-caroteno y licopeno, mientras que aumenta la

concentracion de Na* en el fruto.

Los resultados de este ultimo experimento, por lo tanto, sugieren que estas
lineas recombinantes son un buen modelo de estudio para abordar la respuesta de
las plantas de tomate a la combinacion de estreses y los mecanismos implicados en
dicha tolerancia, aunque no son la mejor opcion como aproximacion a la mejora

genética del fruto.
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VI. CONCLUSIONES

1. El aumento de los niveles de K* y Ca? en la solucidon nutritiva mejor6 la
tolerancia de las plantas de tomate a la combinacion de salinidad y alta
temperatura. Este aporte extra de nutrientes aumentd el crecimiento
vegetativo de las plantas debido a un incremento de la tasa fotosintética y
a una disminucion de la peroxidaciéon lipidica. El control del dafio
oxidativo estuvo mediado por la regulacion transcripcional de las

principales enzimas implicadas en la detoxificacion de ROS.

2. La combinacion de los estreses de salinidad y alta temperatura redujo el
crecimiento de las lineas RILs estudiadas. No obstante, no todas las lineas
respondieron de igual manera, ya que presentaron distintos rangos de
tolerancia frente a dicha combinacién. Hubo lineas que no se vieron
afectadas por el tratamiento de combinacidon y otras que redujero su
crecimiento hasta un 63% con respecto a sus repectivos controles sin

estreses.

3. Al estudiar el comportamiento de las lineas en condiciones controladas de
estrés combinado se corrobord que la linea seleccionada como mas
tolerante a la combinacion de estreses, RIL-76, y la seleccionada como
sensible, RIL-18, presentaron una respuesta de tolerancia similar a la de los

experimentos realizados previamente.

4. Se observo una correlacion entre el desarrollo vegetativo de las plantas y
la relacion K*/Na* en tejido vegetal de tomate. La linea definida como la
mas tolerante, RIL-76, presentd una relaciéon K*/Na* mayor que la linea
seleccionada como sensible, RIL-18. Ademas, el aumento de esta relacién
se correspondia con una disminucion del potencial osmoético de la planta y
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un aumento en el potencial de turgencia. En la linea mas tolerante, RIL-76,
la fluorescencia de las clorofilas se relaciond con un aumento en la tasa
fotosintética de las hojas y el peso seco de las plantas, hecho que no ocurria

en la linea mas sensible RIL-18.

La diferencia de tolerancia a la combinacién de estreses entre las lineas
seleccionadas se mantuvo durante las diferentes etapas de desarrollo. Esto
se constato en el ultimo experimento en condiciones de invernadero, donde
se observo una mayor mortandad en las plantas de la linea RIL-18 que en
las de linea RIL-76.

Durante el desarrollo vegetativo y el estado de produccion de las plantas,
las concentraciones de Ca? y K* en las hojas fueron mayores en la linea mas
tolerante, RIL-76, que en la linea mas sensible, RIL-18. Ademas, la
concentracion de Na*, tanto en las hojas como en el fruto, fue menor en la
linea RIL-76 que en la linea RIL-18.

La accién de los estreses combinados de salinidad y temperatura redujo
drasticamente el desarrollo vegetativo, la produccién de fruto y la calidad
de los mismos en las lineas seleccionadas para el ensayo de produccion. En
ambas lineas la produccion se vio afectada principalmente por la reduccién

en el tamano de los frutos.

Finalmente, se demostrd que lineas RILs de tomate son de gran interés para
el estudio de la respuesta a la combinacién de estreses. Sin embargo, la
linea que se selecciond como tolerante puede que no sea la mejor opciéon
como aproximacidn para el uso en programas la mejora genética del fruto,
ya que no presentaba las caracteristicas agrondmicas del parental

comercial.
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VII. LIMITACIONES Y FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Después de estudiar la respuesta fisiologica de las plantas de tomate ante la
combinacion de los estreses de salinidad y alta temperatura, el siguiente paso seria
identificar cudles son los procesos metabdlicos y moleculares que intervienen en la
tolerancia a dicho estreses con el fin de establecer criterios para mejorar y obtener

variedades mas tolerantes.

Actualmente se estd llevando a cabo el estudio fisioldgico, ionomico,
metabolomico y transcriptomico del metabolismo del nitrogeno en dos de las lineas
RILs estudiadas. El desarrollo de variedades vegetales que sean tolorantes a la
combinacion de estreses y que, ademads, presenten una mejor eficiencia en el uso de
nitrogeno, permitird a la agricultura moderna disminuir la contaminacion
ambiental derivada del mal uso de fertilizantes, en especial de los nitratos, en zonas
como la cuenca del Mediterrdneo y, mdas concretamente, en zonas como la Region

de Murcia.

Por otro lado, tal y como se ha visto en los resultados del Experimento 4, una
de las conclusiones a las que se ha llegado es que los frutos de tomate que se
obtuvieron tanto de la linea seleccionada definida como tolerante (RIL-76) como de
la linea definida como sensible (RIL-18), no obtuvieron los pardmetros de calidad
esperados, ya que no cumplian con los criterios comerciales de los tomates del
mercado actual. Por lo tanto, otro de los estudios que también se estd llevando a
cabo guarda relacién con el metabolismo de los azticares en los frutos de dichas
lineas isogénicas. Estos estudios permitiran establecer las bases de la mejora de la
calidad del fruto de tomate en lineas tolerantes a la combinacién de estreses como
la linea RIL-76, para asi conseguir plantas que, ademds de ser tolerantes a

condiciones abioticas extremas, sus frutos cumplan con las exigencias del mercado.

No obstante, como se ha podido comprobar durante la revision bibliografica
de la Tesis Doctoral, estos estudios multidisciplinares suelen llevarse a cabo
mediante la colabrocaciéon de diferentes paises y centros de investigacion, ya que,
de esta manera, se consigue abarcar una perspectiva mas amplia del

comportamiento de las plantas. En ese sentido, es necesario contar tanto con
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medios humanos como medios econémicos con los que hacer viables estudios de
mayor impacto que calen no sélo en el ambito cientifico, si no también en la

sociedad actual.

Debido a las predicciones actuales referentes al cambio climatico y al
aumento de la poblacion mundial, la investigacion de variedades agricolas que
sean mas tolerantes a la combinacion de estreses abioticos como la salinidad y la
alta temperatura va a tener una importancia vital en las proximas décadas,
obligando al sector de la agricultura a reinventarse para hacer ferente a los desafios

que plantea el futuro.
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