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RESUMEN

La salinidad del suelo afecta a la produccién agricola limitando el crecimiento, el rendimiento
y la calidad de los cultivos. La comprensién de los mecanismos de tolerancia a estrés salino
es esencial para el mejoramiento genético de especies de interés destinadas a ambientes
con dicha limitante. Lotus tenuis es una leguminosa forrajera perenne naturalizada en los
campos bajos de la Pampa Deprimida argentina, considerada tolerante a la salinidad en
estadios de germinacion, plantula y planta adulta. Los mecanismos involucrados en la
respuesta a estrés salino de la especie no han sido totalmente dilucidados. Se conoce que
el antiporter vacuolar NHX1 es responsable de la compartimentalizacion de Na* en vacuolas

Y, €n numerosas especies, se considera fundamental en la tolerancia a la salinidad.

El objetivo de la presente tesis doctoral fue estudiar la participacién del antiporter vacuolar
NHX1 de Lotus tenuis en su tolerancia a salinidad. Para esto, se determiné la expresion
transcripcional relativa del gen LtNHX1 y de otros genes involucrados en el transporte y
exclusién de sodio en genotipos contrastantes en su tolerancia al estrés, se determiné la
localizacion subcelular del antiporter, y se estudiaron los cambios en la tolerancia a la
salinidad de L. tenuis y de Arabidopsis thaliana a partir de la expresion constitutiva de la

region codificante del gen.

Se inicid la investigacion con la seleccion de genotipos de L. tenuis con comportamiento
contrastante a la salinidad en fase vegetativa juvenil. Para esto, se evalu6 el crecimiento de
familias de medios hermanos (FMH) del programa de mejoramiento genético de la Unidad
Integrada UNNOBA-INTA bajo distintas concentraciones salinas alcanzadas por
aclimatacion, en dos ensayos hidropdnicos en condiciones semi-controladas. Debido a las
condiciones ambientales y a la variabilidad intrafamiliar existente, el comportamiento de las
FMH no fue consistente en las distintas evaluaciones. Por esto, los siguientes ensayos se
realizaron en condiciones controladas con genotipos propagados vegetativamente y sin
aclimatacion al estrés. Se estimdé un indice de tolerancia relativo y se evalud la
sobrevivencia a lo largo de tres ensayos, para finalmente seleccionar un genotipo tolerante a
la salinidad proveniente de una de las FMH evaluadas previamente, y un genotipo

susceptible proveniente del cultivar Pampa INTA.

Posteriormente, con el fin de tener un conocimiento mas acabado de los mecanismos de
tolerancia a la salinidad de la especie, se compararon los contenidos de iones Na*, K"y CI,
y la expresion transcripcional relativa de genes codificadores de transportadores de
membrana, en distintos tejidos de los dos genotipos contrastantes bajo distintas

concentraciones salinas y en distintos momentos. El agregado de sal incrementd los niveles



de Na’ y CI' en ambos genotipos. En raiz este incremento con respecto al control sin
agregado de sal fue mayor en el genotipo tolerante. En parte aérea ocurrio lo contrario y fue
el genotipo susceptible el que presenté mayores incrementos respecto al control sin sal.
Esto podria indicar una exclusion de iones mas eficiente, y un mayor secuestro de los
mismos en las vacuolas de la raiz en el genotipo tolerante, contribuyendo a la mayor
tolerancia mediante la reduccién de la toxicidad iénica en la parte aérea. Los cambios en la
expresion génica en las raices apoyaron esta conjetura, debido a que el genotipo tolerante
presentdé un incremento en la expresion relativa de NHX1 (responsable de la
compartimentalizacién de Na®), de SOS1 (relacionado con su exclusion); y de HKT1
(relacionado con la descarga de Na* del xilema para evitar su transporte a la parte aérea).
También se incrementd la expresion del gen del cotransportador CCC, posiblemente
relacionado con la exclusion de CI. En el genotipo susceptible, el cloruro de sodio no
produjo el incremento de los transcriptos de estos genes en raiz, aunque incremento la
expresion de NHX1 en hoja, lo cual resultd6 menos eficiente para disminuir los efectos
toxicos del Na* que la compartimentalizacién en raices presumiblemente realizada por el
genotipo tolerante. En los dos genotipos se analizaron in silico las regiones 5 de LtNHX1,
hallando en ambos casos posibles elementos reguladores relacionados con la respuesta a

estrés salino y otros tipos de estrés abidtico.

Se realizd el estudio de la ubicacion subcelular de LtNHX1 mediante la expresion
constitutiva de la proteina de fusion LtNHX1-GFP tanto en forma transitoria en Nicotiana
benthamiana como en plantas transgénicas de L. tenuis. Se determind que se trata de un

antiporter NHX del grupo |, ubicado en membrana vacuolar.

La expresion constitutiva de la region codificadora de LtNHX1 incrementd la tolerancia a la
salinidad de una linea transgénica de A. thaliana en fase de germinacion y en etapa
vegetativa, tanto cuando el estrés fue impuesto por shock como por aclimatacion. También
se incrementd la tolerancia a la salinidad en etapa vegetativa de una linea transgénica de L.

tenuis con sobreexpresion de LtINHX1.

En conclusion, se confirmé que el antiporter NHX1 de L. tenuis se ubica en membrana
vacuolar y participa en la tolerancia a la salinidad de la especie mediante la
compartimentalizacion de Na* en las vacuolas de las raices, complementando la actividad
de otros transportadores que reducen o retrasan el transporte de Na* a la parte aérea de las

plantas.



ABSTRACT

Lotus tenuis, commonly known as “lotus” or “narrow-leaf birdsfoot trefoil”, is a perennial,
allogamous, diploid pasture legume that is naturalized in the Flooding Pampa region of
Argentina. It is considered a salt tolerant species. It is known that the NHX1 vacuolar
antiporter is responsible for the compartmentalization of Na* in vacuoles and, in numerous
species, is considered essential in salinity tolerance. The aim of this work was to study the

contribution of Lotus tenuis NHX1 vacuolar antiporter to its salinity tolerance.

Two genotypes with contrasting level of tolerance were selected, and changes in ion
contents and in the gene expression of NHX1 and other membrane transporters were
studied. The tolerant genotype showed signs of greater exclusion and compartmentalization
of Na" in roots. The tolerant genotype showed an increase in the relative expression of NHX1
(responsible for the compartmentalization of Na*); SOS1 (related to its exclusion) and HKT1
(related to the retrieval of Na* from the xylem). The expression of the CCC cotransporter
gene, possibly related to the exclusion of CI, was also increased. In the susceptible
genotype, sodium chloride did not cause an increase in the transcripts of these genes in
roots, but it increased the expression of NHX1 in leaf, which was less efficient in reducing the

toxic effects of Na* than root compartmentalization present in the tolerant genotype.

The study of the subcellular location of LtINHX1 was performed by constitutive expression of
the fusion protein LINHX1-GFP. It was confirmed that it is a group | NHX antiporter, located in

vacuolar membrane.

The constitutive expression of the coding region of LtNHX1 increased the salinity tolerance of
Arabidopsis thaliana in germination and vegetative stage. The overexpression of LtNHX1 in

L. tenuis also increased salinity tolerance in vegetative stage.

In conclusion, it was confirmed that the Lotus tenuis NHX1 vacuolar antiporter is located in
vacuolar membrane and contributes to the salinity tolerance of the species through the
compartmentalization of Na" in root vacuoles, complementing the activity of other membrane

transporters that reduce or delay Na* accumulation in shoots.

Vi



Introduccién

INTRODUCCION



Introduccién

1. Problematica de la salinidad en la agricultura

La salinidad del suelo es uno de los principales factores que afecta a la produccion agricola,
limitando el crecimiento, el rendimiento y la calidad de los cultivos (Ashraf, 2009; FAO, s. f.;
Munns & Gilliham, 2015; Yamaguchi & Blumwald, 2005). De acuerdo con estimaciones
realizadas a partir del mapa de suelos de FAO/UNESCO (1970-1980), aproximadamente el
7 % de la superficie mundial se encuentra afectada por salinidad o sodicidad. De esta
superficie, 77 millones de hectareas son agricolas (FAO, s.f.). La salinizacién del suelo
puede tener causas primarias, es decir, naturales, o bien ser secundaria, generada por el
hombre mediante el riego y la deforestacion (Pankova et al., 2018; Shabala & Munns, 2017).

Debido a la disminucién en el rendimiento de las especies cultivadas producto del estrés, la
salinidad del suelo impacta en la seguridad alimentaria y en las ganancias econdmicas de
los productores, afectando su calidad de vida (Munns & Gilliham, 2015; Pankova et al.,
2018). Las pérdidas anuales mundiales se estiman en USD 31 millones (Pankova et al.,
2018). Incluso en casos extremos, los suelos salinizados no pueden volver a utilizarse para

la produccion agricola (FAO, s. f.).

Argentina, con 85 millones de hectareas salinas o sédicas, es el tercer pais con mayor
superficie de suelos afectados por halomorfismo en el mundo, después de Rusia y Australia
(Abrol, Yadav, & Massoud, 1988). Esta superficie incluye zonas aridas y semi-aridas en las
gue las condiciones halomoérficas se generaron en forma natural, zonas bajo riego, en las
cuales existe una combinaciébn de salinidad preexistente y salinizacion por razones
antrépicas; y zonas humedas con capas freaticas cercanas a la superficie, como la Pampa

Deprimida en la provincia de Buenos Aires (Lavado, 2007).

Por otra parte, desde la segunda mitad del siglo XX, sobre todo desde la década del ‘90 con
el proceso de “sojizacién”, existe en el pais una gran expansion agricola, en desmedro de
otras actividades agrarias (Coppi, 2010). Es por esto que en la Pampa Humeda, la
ganaderia se desplazd a suelos con limitantes edafoclimaticas, como las zonas bajas e
inundables con problemas de halomorfismo (Lavado, 2007). Por ejemplo, en la provincia de
Buenos Aires, la mayor densidad bovina por hectarea se encuentra en la zona de la Pampa
Deprimida, en la cuenca del Rio Salado (Figura 1), region en la que al menos un 60 % de los
suelos son halo-hidromérficos con drenaje deficiente y un exceso de sales y sodio (Taboada
& Micucci, 2009). Es decir, presentan grandes dificultades para ser utilizados en la

agricultura, por lo que se destinan al pastoreo (Lavado, 2007).
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Figura 1: Densidad de bovinos calculada sobre la superficie total de cada departamento o partido
en hectareas en marzo de 2015. Fuente: Sistema de Gestiéon Sanitaria, Direccion Nacional de Sanidad
Animal, SENASA, Argentina.

La salinidad del suelo genera un problema cuya solucién no es sencilla. Cuando las causas
de la misma son antrépicas, podria estimularse la modificacién de las practicas agricolas.
Cuando las causas son naturales, se debe recurrir al mejoramiento genético en blasqueda

de variedades tolerantes.

Debido a la importancia de la problemética, desarrollar germoplasma tolerante a la salinidad
es un objetivo central en los programas de mejoramiento genético a nivel mundial, ya sea en

forma convencional o utilizando herramientas biotecnolégicas (Flowers, 2004; Ismail &
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Horie, 2017; Yamaguchi & Blumwald, 2005). Las actividades agricolas estdn basadas
mayormente en especies glicofitas, sensibles al estrés salino, y su mejoramiento ha sido
lento debido a la complejidad de la tolerancia (Ismail & Horie, 2017). La comprension de los
mecanismos de tolerancia a estrés salino es esencial para el mejoramiento genético de
especies cultivadas de interés (Munns & Gilliham, 2015; Schroeder et al., 2013).

2. Efecto del estrés salino en las plantas

Se define al estrés como un factor externo, bidtico o abiotico, que genera una influencia
negativa en la planta, y se puede medir por la supervivencia, el crecimiento o el rendimiento
(Taiz & Zeiger, 2002). El estrés salino limita el crecimiento y desarrollo vegetal, pudiendo
ocasionar una amplia variedad de efectos, entre los que se destacan: reduccion de la
turgencia, deficiencia nutricional, desorganizacion de membranas, alteracion de
determinadas actividades enziméticas, produccion de radicales libres y disminucién de la
tasa fotosintética y de la tasa de division celular (Hasegawa, Bressan, Zhu, & Bohnert, 2000;
Munns, 1993, 2002; Munns & Tester, 2008; Zhu, 2003).

La reduccién del crecimiento y desarrollo producida por las sales es el resultado de la accion
combinada de varios factores que impactan, esencialmente, a través de dos efectos: el

efecto osmotico y el efecto especifico (Greenway & Munns, 1980).

El efecto osmatico producido por la salinidad causa disminucion en la capacidad de la planta
para absorber agua, debido al bajo potencial hidrico en la solucién del suelo con altas
concentraciones de iones, principalmente sodio (Na*) y cloruro (CI) (Greenway & Munns,
1980; Munns, 2002; Munns & Tester, 2008; Termaat & Munns, 1986; Zhu, 2003). La via
simplastica se ve afectada por la disminucién progresiva de la diferencia de potencial hidrico
entre el medio salino y el citosol. Cuando los potenciales se igualan, cesa la toma neta de
agua por esta via. La via apoplastica no esta directamente afectada por el medio salino vy,
probablemente, es capaz de continuar funcionando hasta que se detiene la transpiracion.
Sin embargo, en condiciones salinas la planta cierra los estomas para limitar la pérdida de
agua, y su entrada por la via del apoplasto también se ve disminuida. Con las vias de
entrada de agua a la planta afectadas por la salinidad, las células pierden turgencia,
disminuyendo su tasa de elongacion, lo cual afecta su crecimiento y funcion (Fricke &
Peters, 2002; Passioura & Munns, 2000; Taiz & Zeiger, 2002; Yeo, Lee, Izard, Boursier, &
Flowers, 1991). Cuando la turgencia es nula, las células colapsan y se produce el

marchitamiento. El estrés osmético reduce el crecimiento de las hojas y, en menor medida,
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el crecimiento radicular. Ademas, disminuye la conductancia estomatica y, por lo tanto,

afecta la fotosintesis (Munns, 1993).

El efecto especifico producido por las sales se debe a la acumulacion excesiva de iones
salinos en los tejidos de la planta, que da lugar a toxicidad i6nica, desequilibrios
nutricionales y estrés oxidativo (Borsani, Valpuesta, & Botella, 2001; Munns, 2002; Munns &
Tester, 2008).

La toxicidad i6nica se asocia normalmente a la absorcion excesiva de iones Na*y CI', o a la
baja tolerancia a la acumulacion de los mismos, lo que genera dafios a nivel celular (Munns
et al., 2016; Munns & Tester, 2008). Se manifiesta en la clorosis marginal de la hoja y, con
ello, en una disminucién del area fotosintética, lo cual reduce la fotosintesis neta (Munns &
Tester, 2008). Si bien el crecimiento de nuevas hojas no se inhibe directamente por la
acumulacion de sales en los tejidos, se produce un incremento en la senescencia de hojas
viejas. El transporte continuo de sales en la hoja que esta transpirando durante un largo
periodo de tiempo, resulta en muy altas concentraciones de Na*y CI', lo cual produce su
muerte (Shabala & Munns, 2017). La capacidad fotosintética de la planta disminuye, lo que
lleva a una reduccion de la tasa de crecimiento. La tasa de muerte de las hojas es crucial
para la supervivencia de la planta: si la misma excede la velocidad a la que se producen las
hojas nuevas, la planta puede no sobrevivir (Munns, 2010). La toxicidad i6nica también
genera una disminucion en la sintesis de proteinas, lo que afecta no solo la fotosintesis sino

otros procesos, como el metabolismo de produccion de energia y de lipidos.

Otro efecto especifico es el desequilibrio nutricional. El exceso de iones Na'y CI afecta la
absorcion y el transporte de otros nutrientes, como el K* y el Ca*, influyendo de esta
manera sobre la disponibilidad de los mismos (Hasegawa et al., 2000; Munns, 2002; Parida
& Das, 2005). Debido a su gran similitud quimica, el Na* desplaza al K* en sus funciones,
disminuye la relacion K*/Na® del citoplasma afectando negativamente a los procesos
metabdlicos que dependen del K*, y da lugar a una despolarizacién del potencial eléctrico de
las membranas, disminuyendo la entrada de K* (Ghars et al., 2008; Maathuis & Amtmann,
1999). En consecuencia, en condiciones salinas se pueden dar situaciones de deficiencia de
K*, como se ha observado en plantas de maiz y de otras especies (Botella, Martinez,
Pardines, & Cerd4, 1997).

Por ultimo, la salinidad conlleva procesos de estrés oxidativo derivados de la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS). El estrés oxidativo se define como
una alteracién del equilibrio entre las especies pro-oxidantes y las antioxidantes, a favor de

las primeras (Sies, 1986). Este desequilibrio genera un efecto toxico sobre estructuras
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bioldgicas. La salinidad induce el incremento en la tasa de produccién de ROS tales como
perdxido de hidrégeno (H,0), el anidn superoxido (Oy) y el radical oxidrilo (OH"), los cuales
pueden causar dafio celular a través de dafio oxidativo al ADN, oxidacion de proteinas y
lipoperoxidaciéon de estructuras lipidicas (Ashraf, 2009; Ashraf & Foolad, 2012; Demidchik,
2015; Neill, Desikan, Clarke, Hurst, & Hancock, 2002).

El efecto osmotico y el efecto especifico ocurren secuencialmente (Figura 2), dando lugar a
un modelo bifasico de crecimiento como respuesta a la salinidad (Munns, 1993, 2002;
Munns & Termaat, 1986; Munns & Tester, 2008). En la primera fase, se observa rapidamente
una inhibicién del crecimiento atribuida al efecto osmético, que genera estrés hidrico. La
segunda fase de inhibicion del crecimiento es atribuida a la toxicidad i6nica per se que
afecta el metabolismo y la nutricién de la planta, es decir, el efecto especifico. Las especies
sensibles y las tolerantes serian igualmente afectadas por el efecto osmético,
evidenciandose la tolerancia diferencial a la salinidad durante la segunda fase. En efecto,
aquellas plantas que no logren evitar la acumulacién de iones y/o los compartimentalicen
ineficientemente, estaran expuestas a sufrir dafio mas rapidamente y, por lo tanto, seran

mas sensibles a la salinidad.
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Figura 2: Modelo bifadsico de crecimiento en respuesta al estrés salino. Se grafica el
comportamiento de tres variedades de una especie frente al estrés (susceptible, intermedia y tolerante).
En la primera fase luego de la adicién de NaCl domina el efecto osmatico y todas las variedades son
igualmente afectadas. En la segunda fase domina el efecto especifico, y se manifiestan las diferencias
entre las mismas. llustracién adaptada a partir de la publicacién de Munns (1993).
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3. Mecanismos de tolerancia a la salinidad

La tolerancia de las plantas al estrés es su capacidad de hacer frente a un ambiente
desfavorable (Taiz & Zeiger, 2002). Involucra respuestas morfoldgicas, fisioldgicas,
bioguimicas y moleculares, que permiten mantener los procesos de respiracion, fotosintesis
y transporte de nutrientes (Diaz, Monza, & Marquez, 2005; Munns & Tester, 2008; Wang,
Vinocur, & Altman, 2003).

La tolerancia a la salinidad se define como la habilidad de una planta para crecer y
completar su ciclo de vida en un medio que contiene altas concentraciones de sal, y varia
entre los sucesivos estadios de crecimiento (Bernstein & Hayward, 1958). Existe una gran
variacion en la tolerancia a la salinidad entre las distintas especies vegetales (Greenway &
Munns, 1980; Munns & Tester, 2008). Segun su respuesta a altas concentraciones salinas,
las especies se han clasificado en haldfitas y glicéfitas, presentando diversos
comportamientos y mecanismos de adaptacion al estrés. Las hal6fitas son aquellas plantas
nativas de suelos salinos con capacidad de cumplir todo su ciclo ontogénico en dicho
ambiente, e incluso tener un mejor desempefio comparado con un control sin contenido de
sales. Las glicofitas son aquellas plantas afectadas por la salinidad e incapaces de soportar
altas concentraciones salinas como lo hacen las haléfitas (Ismail & Horie, 2017; Taiz &
Zeiger, 2002). La mayoria de las especies cultivadas son glicéfitas (Flowers, 2004; Ismail &
Horie, 2017).

Las plantas, en general, han desarrollado adaptaciones anatomicas y fisiolégicas que les
permiten sobrevivir y, en el caso de las haldfitas, promover un mejor crecimiento bajo
condiciones salinas (Acosta-Motos et al., 2017). Por ejemplo, en las plantas afectadas por el
estrés salino ocurren cambios anatomicos, como hojas mas pequefias y gruesas, que
permiten mantener la tasa de fotosintesis por unidad de area foliar, incluso aunque la

conductancia estomatica se vea reducida (Munns & Tester, 2008).

Los mecanismos por los cuales las plantas toleran la salinidad son complejos tanto desde el
punto de vista genético como fisioldgico (Flowers, 2004; Ismail & Horie, 2017; Munns et al.,
2016; Munns & Tester, 2008). Existen diversas estrategias tendientes a restaurar y mantener
el equilibrio osmatico, evitar la toxicidad i6nica y hacer frente al estrés oxidativo (Deinlein et
al., 2014; Munns & Tester, 2008; Shabala & Munns, 2017; Tang, Mu, Shao, Wang, & Brestic,
2015).

Frente al efecto osmético producido por el exceso de sales en la solucion del suelo, la

estrategia para tolerar el estrés es el ajuste osmético. Este implica la acumulacion de
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moléculas en el citoplasma, con el objetivo de contrarrestar la presion osmética externa
(Shabala & Munns, 2017). Puede realizarse mediante la absorcion y acumulacion de iones
salinos procedentes del sustrato, la absorcion de osmolitos organicos o su biosintesis de
novo (Blumwald, 2000; Blumwald, Aharon, & Apse, 2000; Chinnusamy, Jagendorf, & Zhu,
2005; Greenway & Munns, 1980; Hasegawa et al., 2000; Shabala & Munns, 2017; Tester &
Davenport, 2003). Si bien la mejor opcién seria la absorcion de solutos organicos (solutos
compatibles), como azucares, polioles, &acidos organicos o aminoacidos, estos no se
encuentran en altas concentraciones en la soluciéon del suelo (Munns & Tester, 2008;
Shabala & Munns, 2017). Por esta razon, las plantas incrementan su sintesis, aunque este
es un proceso lento y energéticamente costoso (Shabala & Munns, 2017). Los osmolitos
mas sintetizados son la prolina y la glicina betaina que, ademas de equilibrar los potenciales
osmaticos, tienen funcion antioxidante y protectora (Deinlein et al., 2014; Tang et al., 2015).
Un proceso menos costoso es la absorcion de iones Na® y CI que si bien son toxicos,
pueden compartimentalizarse en las vacuolas (Deinlein et al., 2014; Munns et al., 2016;
Shabala & Munns, 2017; Tang et al., 2015; H. Wu, 2018).

Ademas del ajuste osmdtico, la tolerancia a estrés salino esta determinada por respuestas
tendientes a mantener la homeostasis celular (Munns & Tester, 2008). Los mecanismos
utilizados para mantener una baja concentracion de iones toxicos, sobre todo Na®, en el
citoplasma y de esta forma mantener una adecuada relacion K*/Na®, son la exclusién y la
tolerancia tisular (Deinlein et al., 2014; Munns et al., 2016; Munns & Tester, 2008; Tang et al.,
2015).

La exclusion de Na* de la parte aérea, implica por un lado la devolucién a la solucién del
suelo de los iones Na® que ingresan en forma pasiva a las raices y, por el otro, a nivel
celular, la exclusion de Na® del citosol y la “carga” del mismo en xilema (Deinlein et al., 2014;
Munns & Tester, 2008; Tang et al., 2015). Para utilizar estas estrategias las plantas se valen
de transportadores i6nicos como el antiporter Na*/H" SOS1 (Salt Overly Sensitive 1) de la
membrana plasmatica, que en forma activa elimina el Na® del citoplasma y permite su
exclusién tanto de raiz como de hoja movilizdndolo desde las células parenquimaticas a
xilema (Ismail & Horie, 2017; Olias et al., 2009; Shi, Quintero, Pardo, & Zhu, 2002). Los
cotransportadores CCC (cation-chloride cotransporters) también se han propuesto como
candidatos en la regulacion de la concentraciébn de iones en el xilema de las raices
(Colmenero-Flores et al., 2007; Shabala, 2013). Se trata de transportadores activos que
median el transporte de cationes K y/o Na* acoplados a CI" en relacién 1:1, por lo que,
ademas de participar en el transporte de CI', también son candidatos para la carga de Na*

en el xilema (Shabala, 2013). Por otra parte, el transportador HKT (High-affinity Potassium
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Transporters) actia en forma contraria, realizando la “descarga” del xilema y restringiendo la
llegada de Na" a las hojas (Davenport et al., 2007; Rus et al., 2004).

Como ya se menciond, otra estrategia de las plantas para tolerar el estrés salino es la
tolerancia tisular. Se define como la capacidad de mantener el funcionamiento de los
organos aunque existan altas concentraciones de iones salinos en los tejidos y células
(Munns et al., 2016). Los efectos toxicos de los iones Na*y CI en el metabolismo se evitan,
sobre todo, mediante su secuestro o compartimentalizacién en las vacuolas, manteniendo
bajas concentraciones en el citoplasma (Glenn, Brown, & Blumwald, 1999). De esta forma, a
su vez, los iones participan en el ajuste osmotico (Shabala & Munns, 2017). El secuestro de
Na" en la vacuola depende de la expresion y actividad del antiporter Na*/H" del tonoplasto
(NHX1, Na'/H" eXchange) que permite intercambiar H* por Na®, utilizando gradientes de H*
creados por las H'-ATPasas y las pirofosfatasas del tonoplasto (Blumwald et al., 2000;
Blumwald & Gelli, 1997; Chinnusamy et al., 2005). Ademas de ser importante en la
compartimentalizacién, NHX1 tiene un rol crucial en la regulacion del pH y la homeostasis de
K", al que también transporta a la vacuola realizando el intercambio K*/H", y en condiciones
salinas participa en la retencion del K* intracelular (Bassil, Ohto, et al., 2011; Leidi et al.,
2010; X. Liu et al., 2017).

En la figura 3 se esquematizan los transportadores de Na* mas importantes en la tolerancia

a estrés salino.
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Figura 3: Esquema del transporte de sodio en plantas con estrés salino. HKT1 permite la descarga de Na*
del xilema para evitar su ingreso en hojas jévenes (Davenport et al., 2007). SOS1 realiza lo contrario, la carga
en xilema, permitiendo la exclusion valiendose del gradiente de H" generado por las ATPasas de la membrana
plasmatica (Shi et al., 2002). NHX1 se encuentra en tonoplasto y permite la compartimentalizacion de Na* en
vacuola, utilizando los gradientes de H* generados por la ATPasa y la pirofosfatasa vacuolar (Blumwald et al.,
2000). Modificado del original publicado en Ismail & Horie (2017).

Ademas de los mecanismos mencionados existen otras estrategias que permiten que las
plantas toleren la salinidad, como la detoxificacion de ROS, el incremento de K en el
citoplasma para mejorar la relacion K*/Na*, y la tolerancia tisular relacionada con el CI
(Munns & Tester, 2008).

4. Bases genéticas de la tolerancia a la salinidad

Las adaptaciones de las plantas al estrés salino parten de procesos multiples y complejos,
gue se han estudiado en numerosas especies. El conocimiento acerca de los genes que
participan en la tolerancia a la salinidad es de interés para el mejoramiento genético de
especies cultivadas. Sin embargo, el control genético de la tolerancia es complejo y es dificil
distinguir genes criticos de aquellos relacionados con distintos estreses pero que no son

responsables directos de la tolerancia a la salinidad (Munns, 2010). Sumado a esto, las
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respuestas al estrés salino en plantas varian a lo largo del desarrollo y no siempre hay
correlacion entre las distintas etapas (Foolad, 2004; Mano & Takeda, 1997; Quesada,
Garcia-Martinez, Piqueras, Ponce, & Micol, 2002).

La identificacion de genes importantes se ha realizado a través de diversas estrategias de
genética directa o reversa, muchas de ellas complementarias: mapeo de QTL (Quantitative
Trait Loci), mapeo de asociacion, seleccion en poblaciones mutantes, transcriptomica,
protedmica y metabolémica, e ingenieria genética (Arzani & Ashraf, 2016; Flowers, 2004;
Munns, 2010). Los genes considerados candidatos se pueden agrupar en tres categorias:
transportadores idnicos, osmolitos o solutos compatibles, y factores de transcripcién (Munns,
2005, 2010).

Entre los solutos compatibles, uno de los mas estudiados es la prolina. Se conoce que el
gen de la enzima delta-1-pirrolina-5-carboxilato sintetasa (D5CS), que participa en la sintesis
de este osmolito, se induce en condiciones salinas en Arabidopsis thaliana y otras especies
como arroz y colza (Hur, Jung, Lee, & An, 2004; Kubala et al., 2015; Yoshiba et al., 1995).

También se han estudiado genes codificantes de factores de transcripcion pertenecientes a
distintas familias que participan en la regulacién de la expresion de genes cuando existe
estrés abidtico (Arzani & Ashraf, 2016), sobre todo las familias DREB/CBF y MYB (Dai et al.,
2007; Dubouzet et al., 2003; Morran et al., 2011; A. Yang, Dai, & Zhang, 2012).

Ademdas de las mencionados anteriormente, otras secuencias génicas muy estudiadas son
aquellas que codifican para transportadores i6nicos, ya que participan en la exclusion,
compartimentalizacion y movilizacién de iones en xilema (Arzani & Ashraf, 2016; Ismail &
Horie, 2017; Munns, 2005). Entre ellos, el gen del antiporter vacuolar NHX1, cuya expresion
se incrementa en condiciones salinas en diversas especies como alfalfa, maiz y cebada
(Adem, Roy, Zhou, Bowman, & Shabala, 2014; Sandhu, Cornacchione, Ferreira, & Suarez,
2017; Zorb et al., 2005). Asimismo, se conoce que su expresion constitutiva incrementa la
tolerancia a la salinidad en A. thaliana (Apse, Aharon, Snedden, & Blumwald, 1999) y en
numerosas especies glicéfitas de interés agronémico como tomate (H. X. Zhang &
Blumwald, 2001), arroz (H. Chen et al., 2007), tabaco (Gouiaa, Khoudi, Leidi, Pardo, &
Masmoudi, 2012), colza (H. X. Zhang, Hodson, Williams, & Blumwald, 2001) y trigo (Xue et

al., 2004), entre otras (referencias contenidas en P. Agarwal, Shukla, Gupta, & Jha, 2014).

Dado que NHX1 utiliza gadientes de H* creados por la H'-ATPasa y la pirofosfatasa del
tonoplasto, los genes codificadores de estas enzimas también han sido estudiados en
relacion a la tolerancia a la salinidad. Los niveles de transcriptos de algunas subunidades de

la ATPasa se incrementan con la salinidad y lo mismo ocurre con el gen de la pirofosfatasa
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(Silva & Geros, 2009). Ademas, la sobreexpresion de estos genes incrementa la tolerancia
(Baisakh et al., 2012; Gaxiola et al., 2001; Schilling et al., 2014; Undurraga et al., 2012).

Los transportadores que participan en la exclusion de Na® también se consideran
determinantes. El gen SOS1 se expresa principalmente en el apice de la raiz y en las
células parenquimaticas del xilema (Shi et al., 2002) y su sobreexpresion en plantas
transgénicas incrementa la tolerancia a la salinidad (Shi, Ishitani, Kim, & Zhu, 2000; Shi,
Lee, Wu, & Zhu, 2003; Shi & Zhu, 2002; Q. Yang et al., 2009; Yue, Zhang, Zhang, Duan, &
Li, 2012). Se encontr6 que variedades de trigo con mayor tolerancia a la salinidad expresan
este gen en mayor medida (Cuin et al., 2011). Ademas, la pérdida de su funcién generd
sensibilidad de las plantas en condiciones salinas no solo en especies glicofitas como
tomate y arroz (EI Mahi et al., 2019; Olias et al., 2009), sino también en la haldfita

Thellungiella salsuginea (Oh et al., 2009), lo cual confirma su importancia en la tolerancia.

El transportador CCC (cation-chloride cotransporter) también se ha propuesto como
candidato para la carga de Na" en el xilema (Shabala, 2013). La expresion del gen fue
identificada en las células parénquimaticas del xilema de A. thaliana y su silenciamiento
generd una mayor acumulacion de Na* y Cl en parte aérea cuando las plantas se trataron

con altas concentraciones de estos iones (Colmenero-Flores et al., 2007).

En cuanto al transportador que realiza la descarga de Na* del xilema, la funcionalidad del
gen HKT1 fue probada en arabidopsis utilizando mutantes que, en condiciones salinas,
presentaron mayor sensibilidad y una alteracion en el transporte de Na* con acumulacion del
mismo en las hojas y una reduccion en raices (Davenport et al., 2007; Deinlein et al., 2014;
Rus et al., 2004). La sobreexpresion del gen en tejidos especificos de la raiz en arabidopsis
generd un incremento del Na* en raiz, menor transporte a parte aérea y mayor tolerancia a
salinidad (Mgller et al., 2009; Plett et al., 2010).

El conocimiento generado en las Ultimas décadas en relacibn a los mecanismos de
tolerancia a la salinidad y los genes involucrados en la misma necesitan ser profundizados
en relacién a su regulaciéon, a fin de que puedan aplicarse para mejorar la tolerancia a la

salinidad de especies de interés agronémico.

5. Laespecie en estudio: Lotus tenuis

Lotus tenuis Waldst. & Kit. ex Willd, conocida vulgarmente como lotus, trébol pata de pajaro
o lotus de hoja angosta, es una leguminosa herbacea, alégama, perenne y diploide

(2n=2x=12), originaria de Europa y Asia Menor (Beuselinck, Ben Younes, & McGraw, 1986;
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Falistocco & Piccirilli, 1989; Lambrechtsen, Wills, & Douglas, 1986; Mifién, Sevilla, Montes, &
Fernandez, 1990; Vignolio, Fernandez, & Maceira, 2002). Fue introducida en Argentina en el
siglo XX. Se desconoce su forma de ingreso, pudiendo ser de manera voluntaria y no
declarada a través de semillas, o involuntaria, junto con heces de animales provenientes de
Europa o mezclada con semillas de otras forrajeras importadas (Montes, 1980). En el afio
1980, la especie se encontraba establecida en una superficie considerable de los pastizales
de la Pampa Deprimida (Montes, 1980), naturalizada en suelos heterogéneos con limitantes
como salinidad, alcalinidad y baja infiltracion de agua, ademas de inundaciones periddicas
(Ledn, 1975; Leodn, Burkart, & Movia, 1979; Tricart, 1973).

Desde el punto de vista botanico, L. tenuis es una herbacea perenne que presenta
crecimiento postrado sin 6rganos de propagacion vegetativa, aunque los tallos pueden
generar raices adventicias (Beuselinck et al., 1986; Mifion et al., 1990; Vignolio &
Fernandez, 2006). A partir del primer afio de crecimiento, el tallo principal forma una corona
con numerosas yemas que producen ramas herbaceas de crecimiento indefinido de cuyas
yemas axilares surgen ramificaciones secundarias y terciarias (Mifién et al., 1990). Las hojas
estan formadas por cinco foliolos lanceolados, dos en la base del peciolo y tres en la parte
terminal (Mifion et al., 1990; Vignolio & Fernandez, 2006). La raiz es pivotante, con
numerosas ramificaciones en los primeros centimetros del suelo, caracterizadas por la
presencia de nddulos producidos por la infeccion de bacterias fijadoras de nitrégeno (Mifién
et al., 1990; Vignolio & Fernandez, 2006).

L. tenuis presenta ciclo de crecimiento primavero-estivo-otofial y floracion indeterminada,
con flores color amarillo que se agrupan de 1 a 6 en umbelas (Lambrechtsen et al., 1986;
Mifidn et al., 1990; Vignolio et al., 2002). La fecundacién es cruzada y entomdfila, y presenta
autoincompatibilidad (Lundqvist, 1993). Los frutos son vainas de color castafio oscuro,
dehiscentes, y presentan un promedio de entre 12 y 16 semillas (Lambrechtsen et al., 1986;
Mifdn et al., 1990; Vignolio & Fernandez, 2006; Vignolio et al., 2002). Las semillas son
pequefias, lisas y de color marron con una dureza de mas de un 90 %, por lo que no

germinan inmediatamente, constituyendo el banco de semillas del suelo (Mifién et al., 1990).

L. tenuis es una especie con tolerancia a la salinidad y al anegamiento, que crece en un
rango amplio de pH del suelo (4-9), utiliza en forma eficiente el fésforo y presenta buena
calidad nutricional (Ayers, 1948; Kade, Pagani, Mendoza, Pagani, & Mendoza, 2003;
Mendoza, Pagani, & Pomar, 2000; Stoffella, Posse, & Collantes, 1998; Teakle, Flowers,
Real, & Colmer, 2007). En la Pampa Deprimida, es valorada por su aporte a la oferta

forrajera de los sistemas ganaderos ya que presenta una buena adaptacion en areas donde
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predominan gramineas y no prosperan especies leguminosas mas importantes como la
alfalfa, convirtiéndola en una buena alternativa (Clua, Gimenez, & Fernandez, 1997;
Pesqueira, 2008; Teakle, 2008).

6. Tolerancia a la salinidad en Lotus tenuis

Lotus tenuis es una especie glicofita considerada tolerante a la salinidad en estadios de
germinacion, plantula y planta adulta (Ayers, 1948; Grattan, Grieve, Poss, & Robinson, 2004;
Rogers, Noble, & Pederick, 1997; Sanchez, Pieckenstain, Escaray, et al., 2011; Sanchez,
Pieckenstain, Szymanski, et al., 2011; Schachtman & Kelman, 1991; Teakle et al., 2007;
Uchiya et al., 2016; Vignolio & Fernandez, 2006). Si bien la produccion de biomasa de la
especie disminuye con el aumento de la salinidad, los porcentajes de supervivencia y
crecimiento de las plantas son mayores que en otras especies (Ayers, 1948; Sanchez,
Pieckenstain, Escaray, et al., 2011; Sanchez, Pieckenstain, Szymanski, et al., 2011; Teakle et
al., 2007; Teakle, Real, & Colmer, 2006; Uchiya et al., 2016). Incluso se ha encontrado un
mayor crecimiento en plantas de la especie en 50 mM de NaCl respecto al control (Uchiya et
al.,, 2016), y se la ha caracterizado como haldfita facultativa (MeleCkova, Dité, Pi§, &
Galvanek, 2014).

Ademds, L. tenuis es mas tolerante a la salinidad que otras especies del género Lotus
(Sanchez, Pieckenstain, Szymanski, et al., 2011; Uchiya et al., 2016); y a la salinidad y al
anegamiento que la mas conocida Lotus corniculatus (Real, Warden, Sandral, & Colmer,
2008; Rogers et al., 1997; Schachtman & Kelman, 1991; Teakle et al., 2007, 2006).

Los mecanismos involucrados en la respuesta a estrés salino en la especie no estan
totalmente esclarecidos, aun cuando se conocen aspectos parciales. Por ejemplo: la
exclusién de CI en plantas creciendo en condiciones salinas (Pesqueira, 2008; Teakle et al.,
2007, 2006); la exclusiébn de Na® y CI en condiciones combinadas de anegamiento y
salinidad (Teakle et al., 2007, 2006); la acumulacion de estos iones en tallos para evitar su
llegada a las hojas (Escaray, Antonelli, Carrasco, & Ruiz, 2019); y la existencia de una
correlacion positiva entre la acumulacion de Na® en la parte aérea y el crecimiento,
indicando un posible papel de este ion en la osmorregulacién (Pesqueira, 2008). Ademas, se
encontraron otros indicios de mecanismos de tolerancia como la selectividad para el
movimiento de Na" a nivel de las células corticales (Pesqueira, 2008); la acumulacién de
prolina, participante del ajuste osmético, en la parte aérea (Paz et al.,, 2012; Pesqueira,
2008) y la acumulacion diferencial de glutatiéon reducido, indicador de la capacidad de

mitigacién del estrés oxidativo (Franco, 2014).
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Se compararon las respuestas frente a la salinidad y a una combinacién de salinidad y
anegamiento de L. tenuis con las de la especie relacionada L. corniculatus (Teakle, 2008;
Teakle, Amtmann, Real, & Colmer, 2010; Teakle et al., 2007, 2006). Se encontré una mayor
tolerancia en L. tenuis, que fue asociada a un menor transporte de Na* a parte aérea a partir
de una menor carga al xilema, y a la mayor porosidad de la raices por la formacion
constitutiva de aerénquima (Teakle et al., 2007). En L. tenuis, los iones se acumularon en
mayor medida en raices respecto a la parte aérea. En el caso del CI', se plante6 que la
restriccion en el transporte de raiz a parte aérea podria ocurrir gracias a transportadores
CCC. Se cloné el gen LtCCC (Genbank: EU727216.1) y se observo un incremento de los
transcriptos en raices bajo estrés salino (Teakle, 2008). Ademas, se presumié que el Na* se
compartimentalizé en las vacuolas de las raices a través del antiporter NHX1. En base a
estos resultados, Teakle, Amtmann, et al. (2010) clonaron un gen del tipo NHX en L. tenuis
(LtNHX1, GenBank: EU727217.1) que fue caracterizado, en base a caracteristicas
funcionales y moleculares, como un auténtico antiporter vacuolar de tipo 1. Se comparé la
expresion de NHX1 en L. tenuis y L. corniculatus confirmando el aumento de transcriptos en
raices de las dos especies en presencia de 200 mM de NaCl, y un aumento Unicamente en
L. tenuis en el tratamiento combinado de salinidad y anegamiento (Teakle, Amtmann, et al.,
2010). Se especuld que en L. corniculatus, el déficit de O, en raices tendria por
consecuencia la disminucion en el contenido de ATP vy, por lo tanto, impediria la actividad de
las bombas H*-ATPasas y pirofosfatasas, disminuyendo los gradientes de protones a través
de la membrana y entorpeciendo el funcionamiento eficaz del antiporter. Esto no ocurriria en

L. tenuis, lo cual contribuiria en su tolerancia al estrés combinado.

Como se menciond anteriormente, el antiporter vacuolar NHX1 fue ampliamente estudiado
en arabidopsis y otras especies. Asimismo se encontré6 que plantas de L. tenuis
incrementaron la expresién del gen NHX1 en raices cuando fueron expuestas a una alta
concentracion de cloruro de sodio. Sin embargo, no existian trabajos que relacionaran la
variabilidad en la tolerancia a salinidad en L. tenuis con variaciones en los niveles de
transcriptos del antiporter, por lo que no existia informacién sobre la regulacién de esta
proteina en relacién a la determinacién de la tolerancia a salinidad en la especie. En este
trabajo se propuso estudiar la expresion de LtNHX1 en germoplasma de L. tenuis tolerante y
susceptible a salinidad, en comparacion con la expresion de otros genes candidatos
relacionados con el transporte y la exclusion de sodio, participantes de los mecanismos de
tolerancia a salinidad. También se estudiaron la ubicacion subcelular y los cambios en la
tolerancia al sobreexpresar el gen, con el fin de ganar conocimiento sobre las caracteristicas

de la secuencia LtINHX1 y profundizar en las posibilidades de modificar su expresién para su
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aplicacion tecnoldgica en L. tenuis y otras especies.

7. Hipotesis

Los genotipos de Lotus tenuis con alta tolerancia a la salinidad basan la misma

principalmente en la compartimentalizacion de sodio en vacuolas.

8. Objetivos
8.1. Objetivo general

Estudiar la participacion del antiporter vacuolar NHX1 de Lotus tenuis en la tolerancia a

salinidad de la especie.

8.2.  Objetivos especificos
1) Detectar y seleccionar germoplasma de L. tenuis tolerante y susceptible a la salinidad
en fase vegetativa juvenil.

2) Estudiar la expresion de LtINHX1, en relacién a la tolerancia a salinidad de germoplasma

previamente seleccionado, bajo distintas concentraciones de cloruro de sodio.

3) Estudiar la expresion de otros genes participantes de los mecanismos de tolerancia a

salinidad relacionados con el transporte y la exclusién de sodio.

4) ldentificar, secuenciar y realizar el andlisis in silico de la region 5 de LtINHX1 de un

genotipo tolerante y uno susceptible a la salinidad.

5) Subclonar la secuencia codificante de LtINHX1 y determinar su ubicacién subcelular a

través de la expresion de la proteina de fusién LtINHX1-GFP.

6) Estudiar los cambios en la tolerancia a la salinidad de L. tenuis y Arabidopsis thaliana a

partir de la expresién constitutiva de la secuencia codificante de LtINHX1.
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CAPITULO 1: SELECCION DE GERMOPLASMA DE LOTUS TENUIS TOLERANTE Y
SUSCEPTIBLE A LA SALINIDAD
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INTRODUCCION

La variabilidad genética se expresa en caracteres morfoldgicos, fisioldgicos, bioquimicos y
fenolégicos (Primack & Kang, 1989). Depende de factores ecolégicos y geograficos
relacionados con el lugar donde se distribuye la especie (Soule, 1973; Van Valen, 1965), asi
como también de su sistema reproductivo (Wright, 1949) y de la longevidad de la planta
(Hamrick, 1979). El rango de variabilidad puede extenderse desde polimorfismos visibles
hasta variaciones moleculares y puede detectarse entre poblaciones de una especie y entre
individuos de una misma poblacién (Briggs & Walters, 2016). La variabilidad fenotipica
interpoblacional puede explicarse por factores ecolégicos y geogréaficos (Van Valen, 1965),
mientras que la variabilidad intrapoblacional puede surgir de dos fuentes principales: la
plasticidad que presentan los individuos debido a pequefias diferencias ambientales, y la
divergencia genética que existe entre ellos, que depende del sistema reproductivo (Heslop-
Harrison, 1964).

Lotus tenuis es una leguminosa forrajera perenne considerada tolerante a la salinidad en
estadios de germinacion, plantula y planta adulta (Ayers, 1948; Grattan et al., 2004; Rogers
et al., 1997; Sanchez, Pieckenstain, Escaray, et al., 2011; Sanchez, Pieckenstain,
Szymanski, et al., 2011; Schachtman & Kelman, 1991; Teakle et al., 2007; Uchiya et al.,
2016; Vignolio & Fernandez, 2006). Fue introducida en Argentina desde Europa en el siglo
XX y esta adaptada a los ambientes pastoriles de la Pampa Deprimida (Mifion et al., 1990;
Vignolio & Fernandez, 2006). En su proceso de naturalizacion se generaron poblaciones y
genotipos con distintos niveles de tolerancia a la alcalinidad y salinidad edafica que

caracterizan a dicha region (Pesqueira, 2008).

Numerosas evidencias demuestran la presencia de una alta variabilidad genética a distintos
niveles en el germoplasma de L. tenuis. Se encontré variabilidad en caracteres
morfofisiol6gicos entre y dentro de poblaciones naturales provenientes de distintos tipos de
suelos de la provincia de Buenos Aires (Kade et al., 2003; Mendoza et al., 2000; Stoffella et
al., 1998), y variabilidad genética en caracteres relacionados con aspectos productivos y de
establecimiento entre 35 poblaciones naturales provenientes de campos bajos de la
provincia de Buenos Aires (Andrés & Rosso, 2007). Ixtaina & Mujica (2010a, 2010b)
estudiaron poblaciones provenientes de diferentes sitios de la Pampa Deprimida y
encontraron una mayor variabilidad fenotipica intrapoblacional que interpoblacional para
caracteres relacionados con el vigor de plantula. Mas recientemente, Entio & Mujica (2014)
registraron la existencia de variabilidad entre y dentro de poblaciones naturales de L. tenuis
para el caracter nUmero de tallos en etapa vegetativa. También se encontré variabilidad en el

peso seco y en caracteres relacionados con la produccion de semillas entre 10 accesiones
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provenientes de diferentes partes del mundo (Lane et al., 2015).

Existe un numero apreciable de trabajos que destacan la existencia de variabilidad en la
tolerancia a la salinidad de L. tenuis en las etapas de germinacion y crecimiento vegetativo
(Franco, 2014; Ixtaina & Muijica, 2004; Paz et al., 2005; Pesqueira, 2008; Schachtman &
Kelman, 1991; Teakle et al., 2006; Teakle, Snell, Real, Barrett-Lennard, & Colmer, 2010). La
tolerancia a la salinidad puede evaluarse a través de la reduccion de la produccion, el
rendimiento, los procesos de asimilacion primaria (por ejemplo, de minerales) o la
sobrevivencia (Shabala, 2017a; Taiz & Zeiger, 2002). El criterio que se utiliza depende de la
especie y del nivel de estrés salino. En niveles bajos o medios se evalla la produccion, y en
altos niveles, la sobrevivencia (Epstein et al., 1980). En L. tenuis, la tolerancia se ha
evaluado a nivel de genotipo y a nivel poblacional, utilizando algunos de los criterios

mencionados previamente.

Ixtaina & Mujica (2004) realizaron un estudio de la tolerancia a la salinidad de 12 genotipos
de la especie incrementando la concentracion de NaCl semanalmente hasta llegar a 300
mM, y encontraron una disminucién en el crecimiento de los mismos en el tratamiento salino
respecto al control, pero sin que este afectara la sobrevivencia de las plantas. Ademas,
determinaron que la variabilidad fue mayor bajo condiciones salinas. Pesqueira (2008)
encontr6 una alta variabilidad en la capacidad de supervivencia a 300 mM NaCl en
genotipos provenientes de una poblacion mejorada por su capacidad para tolerar
situaciones de estrés salino-alcalino (cultivar Pampa INTA). Paz et al. (2005) analizaron 105
genotipos en estadio de plantula provenientes de una poblacién colectada en la Depresion
del Salado y hallaron variabilidad en los dias de sobrevivencia al exponerlos a 300 mM
NacCl.

La variabilidad no se registré6 Unicamente a nivel de genotipo, sino también entre
poblaciones naturales, poblaciones mejoradas y cultivares. Pesqueira (2008) encontré
variabilidad entre 19 accesiones de L. tenuis colectadas en distintos ambientes de la
provincia de Buenos Aires, en relacién con la disminucién del crecimiento provocada por la
salinidad. Teakle, Snell, et al. (2010), también encontraron variabilidad en la tolerancia a la
salinidad entre 40 materiales provenientes de distintos lugares del mundo, con valores de
Cso que fueron desde aproximadamente 100 a 320 mM, llamando Cs, a la concentracién de
NaCl en la cual la disminucién de materia seca aérea es igual al 50 % del control. También
hallaron variabilidad en la tolerancia a la salinidad en la etapa de germinacion, con
materiales que presentaron desde 0 a 70 % de germinacion después de la recuperacion de
una exposicién a 800 mM de NaCl durante 15 dias. En otro trabajo, se encontré variabilidad
entre los cultivares Chaja, Larraflaga, Matrero y Angostura para la reduccion del peso seco

aéreo y de raices cuando se impuso un estrés combinado de salinidad y anegamiento
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(Teakle et al., 2006).

Los mecanismos por los cuales L. tenuis tolera la salinidad no estan del todo claros pero
podrian estar relacionados con la exclusién de iones Na* y CI', su compartimentalizacién o el
ajuste osmatico, que también involucra la acumulacién de iones y otros solutos en los tejidos
(Pesqueira, 2008; Teakle, Amtmann, et al., 2010; Teakle et al., 2007; Teakle, Snell, et al.,
2010). La tolerancia a la salinidad es un caracter fenotipico complejo desde el punto de vista
genético Yy fisiologico, por lo que es dificil identificar qué rasgos son los que contribuyen en
mayor medida en la tolerancia (Flowers, 2004). Establecer correlaciones entre una medida
de la tolerancia, por ejemplo un indice, y los caracteres que se consideran importantes,
cémo el contenido de Na', K' y CI, o la relaciébn K'/Na*, puede ayudar a establecer
asociaciones y a indicar qué caracteres son los mas importantes en un sistema en particular
(Negrao, Schmockel, & Tester, 2017). En este sentido, estudiar el contenido de iones y la
relacion K'/Na* en el germoplasma de L. tenuis evaluado en condiciones salinas permite
caracterizarlo por sus respuestas fisiologicas frente al estrés y, también, establecer
relaciones entre la acumulacion o pérdida de iones en los distintos tejidos y la tolerancia a la
salinidad. Estudios previos en la especie indicaron un incremento en los contenidos de Na* y
CI"y una disminucion en el de K" en plantas expuestas a altos contenidos de NaCl (Escaray
et al., 2019; Pesqueira, 2008; Sanchez, Cuevas, Chiesa, & Ruiz, 2005; Sanchez,
Pieckenstain, Escaray, et al., 2011; Sanchez, Pieckenstain, Szymanski, et al., 2011; Teakle,
Amtmann, et al., 2010; Teakle et al., 2007, 2006). Sin embargo, al analizar la correlacion
entre estas variables fisioldégicas y la tolerancia a la salinidad los resultados resultaron
contradictorios. Por ejemplo, Pesqgueira (2008) encontrd una correlacion positiva entre la
tolerancia y el contenido de Na® en hoja, mientras que Teakle, Snell, et al., (2010) no

hallaron correlacion.

En los ultimos afos, la Unidad Integrada UNNOBA-INTA ha desarrollado diferentes
investigaciones tendientes a la generacion de conocimiento y a la selecciéon de genotipos de
L. tenuis tolerantes a la salinidad (Andrés & Rosso, 2007; Franco, 2014). Franco (2014)
evalu6 23 familias de medios hermanos (FMH) del programa de mejoramiento de la especie
en un estudio del comportamiento frente a la salinidad en fase vegetativa inicial y detect6
variabilidad para el dafo en el nUmero de tallos vegetativos y para el dafio en el peso seco
aéreo. Algunas de esas FMH formaron parte de este trabajo y se estudiaron en forma mas
exhaustiva, considerando que el mejor parAmetro para seleccion de germoplasma tolerante
en especies forrajeras es la produccion de materia seca y otros caracteres relacionados con
la misma, tanto bajo condiciones control como bajo condiciones estresantes (Ixtaina &
Mujica, 2004; Pesqueira, 2008).
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Hipotesis
1. Existe variabilidad en la tolerancia a la salinidad en germoplasma de Lotus tenuis en la

fase vegetativa juvenil.

2. La variabilidad fenotipica en la tolerancia a la salinidad se relaciona con la alteracion de la
acumulacion de Na*, K" y CI en raiz, tallo y hoja.

Objetivos

Objetivo general

Detectar y seleccionar germoplasma de Lotus tenuis tolerante y susceptible a la salinidad en

fase vegetativa juvenil.

Objetivos especificos

e Evaluar la tolerancia a estrés salino en fase vegetativa juvenil de distintos tipos de

materiales de L. tenuis a partir de parametros de crecimiento.

e Determinar el contenido de Na” K" y CI" en raiz, tallo y hoja en FMH de L. tenuis y

relacionarlo con la tolerancia a la salinidad.

e Seleccionar germoplasma con comportamiento contrastante a la salinidad (tolerante y

susceptible).
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MATERIALES Y METODOS

1. Evaluacion de la tolerancia a la salinidad de familias de medios hermanos (FMH)

de L. tenuis.
1.1. Material vegetal

Se evaluaron 15 familias de medios hermanos (FMH) de L. tenuis obtenidas por el programa
de mejoramiento genético de la especie de la Unidad Integrada UNNOBA-INTA. Estas
provienen de poblaciones naturalizadas colectadas entre los afios 2004 y 2006 en campos
bajos de la Provincia de Buenos Aires que fueron caracterizadas morfo-fisiologicamente y
por su productividad (Andrés & Rosso, 2007). Algunas de estas poblaciones fueron
evaluadas y luego seleccionadas por su respuesta al estrés salino, con el propdsito de
detectar germoplasma tolerante, de elevada productividad de forraje y de semilla
(Pesqueira, 2008). A partir de dichos estudios se conformaron lotes de policruzamiento de
poblaciones tolerantes y susceptibles a la salinidad y se obtuvieron FMH. Se seleccionaron
23 FMH por su produccién de semilla que fueron evaluadas posteriormente en un estudio
del comportamiento frente al estrés salino en fase vegetativa inicial y en germinacion
(Franco, 2014). En el ensayo 1 del presente trabajo, se estudiaron 15 de estas FMH en

forma mas exhaustiva (Tabla 1.1).

Tabla 1.1: FMH seleccionadas para el estudio y su comportamiento previo frente a NaCl.

Comportamiento en 150 mM

Identificacion FMH NaCl segln Franco (2014)
1 325 Tolerante
2 447 Susceptible
3 490 Susceptible
4 685 Susceptible
5 690 Tolerante
6 691 Tolerante
7 1146 Susceptible
8 1193 Tolerante
9 1195 Tolerante
10 1894 Susceptible
11 1897 Tolerante
12 2241 Susceptible
13 2243 Susceptible
14 2248 Susceptible
15 2297 Susceptible
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Con el objetivo de confirmar los resultados del ensayo 1, se seleccionaron las FMH 325,
447, 1193, 1894 y 2248 por su comportamiento contrastante frente a salinidad y se volvieron

a evaluar en el ensayo 2. Para los dos estudios se utilizé la misma metodologia.
1.2. Disefio experimental y pardmetros de crecimiento evaluados

Las FMH se evaluaron en invernaculo en condiciones semi-controladas mediante un sistema
hidropoénico (Figura 1.1) en un disefio en bloques completos aleatorizados (DBCA) con tres
repeticiones, y fueron expuestas a tres tratamientos salinos: 0 (Control), 150 y 300 mM
NacCl.

La temperatura media promedio durante el ensayo 1 fue de 20,2 °C, con una minima de
13,3 °C y una maxima de 27,7 °C. En el ensayo 2 la temperatura media promedio fue de
17,7 °C, con una minima de 9,7 °C y una maxima de 26 °C.

Cada FMH estuvo representada por 10 genotipos (plantulas) por cada tratamiento salino en
cada repeticion. Las semillas se escarificaron y se sembraron en tierra fértil en bandejas de
germinacion (speedlings). Cuando las raices de las plantulas alcanzaron la longitud
adecuada para alcanzar la solucién, se encastraron en placas perforadas de poliestireno
expandido ubicadas sobre macetas tipo jardinera que contenian seis litros de solucion
nutritiva Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950). Una vez que las plantulas desarrollaron entre
tres y cuatro hojas nuevas en la solucion nutritiva, se agregdé NaCl. Las concentraciones
finales de NaCl en cada tratamiento se alcanzaron de forma gradual para evitar el shock
osmético y lograr una correcta aclimatacibn de las plantas al estrés. Las macetas
correspondientes al tratamiento control se mantuvieron durante todo el ensayo con solucion

Hoagland sin agregado de NaCl.

Las soluciones nutritivas contenidas en las macetas fueron debidamente oxigenadas
mediante aireadores marca Atman AT-702 y se controlaron las condiciones de evaporacion,

renovando las soluciones cada siete dias.
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Figura 1.1: Ensayo hidrop6nico para evaluar la tolerancia a la salinidad de 15 FMH de L. tenuis. ddi: dias de

iniciados los tratamiento salinos.

Se muestrearon cinco plantas por maceta a los 16 y 29 dias de iniciados los tratamientos
salinos (ddi) y se evaluaron: nimero de tallos vegetativos (NTV), longitud de tallo principal
(LTP, cm), longitud de entrenudos del tallo principal (ETP, cm), longitud de raiz (LR, cm),
peso fresco aéreo (PFA, g), peso seco aéreo (PSA, g) y radicular (PSR, g) y peso seco total
(PST, g).

Para cada variable se estimo la tolerancia a la salinidad a partir de la siguiente relacion:
indice de tolerancia = xi/Xc
Donde, xi= valor de cada plantula en solucién salina; y Xc= media del control.

Una vez estimado el indice de tolerancia, las variables fueron definidas como: indice de
tolerancia del numero de tallos vegetativos (ITNTV), indice de tolerancia de la longitud de
tallo principal (ITLTP), indice de tolerancia de la longitud de entrenudos del tallo principal
(ITETP), indice de tolerancia de la longitud de raiz (ITLR), indice de tolerancia del peso
fresco aéreo (ITPFA), indice de tolerancia del peso seco aéreo (ITPSA), indice de tolerancia

del peso seco radicular (ITPSR) e indice de tolerancia del peso seco total (ITPST).

Ademas, se calcul6 la tasa de crecimiento relativo (RGR) para PST segun lo publicado por
Hoffman & Poorter (2002):

InPST2 —In PST1
t2—-t1

RGR =

Donde In PST2 es la media de los logaritmos naturales de los pesos secos de las plantas en
la segunda fecha de evaluacion, In PST1 es la media de los logaritmos naturales de los
pesos secos en la primera fecha, t, corresponde a la segunda fecha expresada en dias y t; a

la primera fecha. Se consideré el dia de inicio de los tratamientos salinos (0 ddi) como el
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primer momento de evaluacion, por lo que ademas de los datos a 16 y 29 ddi, se evalud
PST en cinco plantas por FMH y repeticion previo al comienzo de los tratamientos.

1.3. Determinacién del contenido de iones Na*, K'y CI" en hojas, tallos y raices

Al finalizar el ensayo 1 se midi6 el contenido de Na*, K y CI' (uMoles g* Peso Seco) en
muestras de raices, tallos y hojas de las FMH 325, 447, 1193, 1894 y 2248 tomadas a los 0,
16 y 29 dias desde el inicio de los tratamientos (0, 150 y 300 mM NacCl). Las raices se
enjuagaron mediante dos inmersiones de 10 segundos en solucion de CaNO3; 10 mM con
adicion de sorbitol en concentraciones iso-osméticas para cada tratamiento. Tallos y hojas
se enjuagaron en agua bidestilada. Todas las muestras se secaron a 60 °C hasta peso
constante. Para minimizar la variabilidad entre plantas, se combinaron las mediciones de 5

plantas por repeticion y por fecha de corte para cada FMH y tratamiento salino.

Las determinaciones de K" y Na" se realizaron con un fotémetro de llama Corning M410 a
partir de extractos de HNO; 0,5 M que se prepararon adicionando 10 ml de &acido a
aproximadamente 100 mg de tejido, cuyo peso exacto fue registrado, e incubando los
mismos a 80 °C durante una hora. Sobre la misma extraccion se determiné el contenido de
CI" por colorimetria a través del método del “ferricianuro” (Munns, Wallace, Teakle, & Colmer,

2010) utilizando un espectrofotdmetro Perkin EImer Lambda 25 (Figura 1.2).

ez T

‘ N, Y
—

Figura 1.2: Determinacién del contenido de iones en FMH de L. tenuis creciendo en condiciones salinas.
a. Extractos de HNO3 0,5 M de muestras de hojas, raices y tallos. b. Fotometro de llama Corning M410 utilizado
para realizar las determinaciones de Na y K*. ¢. Curva colorimétrica de ClI". d. Espectrofotémetro Perkin Eimer
Lambda 25 utilizado para las determinaciones de CI'.
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Los datos obtenidos se extrapolaron a curvas de dilucibn estdndar y se obtuvo la
concentracion de cada ion (ug/ml) en los extractos realizados. Para obtener el contenido de
cada ion en cada muestra expresado en uMoles por gramo de peso seco se realizd la

siguiente conversion:

C (uMoles g~Peso S UL
(uMoles g~ Peso eco)—P*M

Donde [I] es la concentracién del ion en el extracto (ug/ml), V es el volumen del extracto (10
ml), P es el peso exacto registrado de la muestra (g) y M es la masa molar del ion evaluado
(Na': 22,990 g/mol; K*: 39,098 g/mol; CI: 35,453 g/mol).

Ademas, se calcularon tasas de absorcion de iones (T,) entre 0 ddi y 16 ddi, y entre 0 ddi y
29 ddi, segun lo publicado por Williams (1948):

- ty, — t, *PSR, — PSR,

a

Donde: In PSR, es la media de los logaritmos naturales de los pesos secos de raiz de las
plantas en la segunda fecha de evaluacion (16 o 29 ddi), In PSR, es la media de los
logaritmos naturales de los pesos secos de raiz en la primera fecha (0 ddi), t, corresponde a
la segunda fecha expresada en dias, t; a la primera fecha, [T], es el contenido total del ion
evaluado en la segunda fecha, [T]; es el contenido total del ion evaluado en la primera

fecha, PSR; es el peso seco de raiz en la segunda fecha y PSR; en la primera fecha.

También se calcularon las tasas de transporte de iones (T)):

PSR, -nPSR, _[PA], - [PA],
- t, — t; *'PSR, — PSR,

t

Donde: InPSR, es la media de los logaritmos naturales de los pesos secos de raiz de las
plantas en la segunda fecha de evaluacion (16 o 29 ddi), InPSR, es la media de los
logaritmos naturales de los pesos secos de raiz en la primera fecha (0 ddi), t, corresponde a
la segunda fecha expresada en dias, t; a la primera fecha, [PA], es el contenido del ion en
parte aérea (tallo y hoja) evaluado en la segunda fecha, [PA],; es el contenido del ion en
parte aérea evaluado en la primera fecha, PSR; es el peso seco de raiz en la segunda fecha

y PSR, en la primera fecha.
1.4. Analisis de la informacion

Se utilizé el software InfoStat en su interfaz con R (Di Rienzo et al., 2017). Se ajustaron
modelos mediante los médulos de modelos lineales generales y mixtos (MLM) y de modelos

lineales generalizados mixtos (MLGM) segun la distribucién de la variable analizada. Para
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todas las variables se realizé la prueba estadistica W de Shapiro-Wilk sobre los residuales.
Se aplico el test de Bartlett para comprobar la homogeneidad de las varianzas y el test de
no-aditividad de Tukey para comprobar la aditividad del modelo. En los casos en los que fue
necesario, se ajustaron modelos para heterogeneidad de varianzas. Se realizaron
correlaciones fenotipicas y andlisis de componentes principales utilizando la matriz de

correlacion de las variables.
1.4.1. Analisis de los parametros de crecimiento

1.4.1.1. Variabilidad fenotipica

Para conocer y determinar la variabilidad presente entre las familias de L. tenuis se aplic
andlisis de variancia (ANOVA) para todas las variables evaluadas. EI modelo estadistico

lineal utilizado fue:
Yiw =+ B+ 1+ O yic + () + (ty)ic + (O7)k + (tOV)ije + &

Donde: Y es la observacion debido a la i-ésima FMH del I-ésimo bloque, en el j-ésimo
tratamiento salino y en la k-ésima fecha de corte; u representa la media general; B, es el
efecto del I-ésimo bloque y se considera aleatorio; t; es el efecto de la i-ésima FMH; §; es el
efecto del j-ésimo tratamiento salino; y es el efecto de la k-ésima fecha de corte; (); es el
efecto de la interacciéon entre la i-ésima FMH y el j-ésimo tratamiento salino; (ty)x es el
efecto de la interaccion entre la i-esima FMH vy la k-ésima fecha de corte; (dy)i es el efecto
de la interaccion entre el j-ésimo tratamiento salino y la k-ésima fecha de corte; (tdy)ik es el
efecto de la interaccion entre la i-ésima FMH, el j-ésimo tratamiento salino y la k-ésima fecha

de corte; y g es el término de error de la ijkl observacion debido a la variacion ambiental.

En los casos en los que se detectaron diferencias significativas (p<0,05), se aplicé la prueba
de comparaciones multiples DGC (Di Rienzo, Guzman, & Casanoves, 2002), con el objetivo
de detectar aquellas familias, tratamientos o fechas que presentaran diferencias

significativas en la media de los caracteres evaluados.
1.4.1.2. Asociacion lineal

La asociacion entre dos caracteres que pueden ser directamente observados es la
correlacion de valores fenotipicos o correlacion fenotipica. Se estimaron los coeficientes de
correlacion de Pearson utilizando Infostat. Se trata de una medida de la magnitud de la
asociacion lineal entre dos variables que no depende de las unidades de medida de las

mismas. Para las variables j-ésima y k-ésima se define como:
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Sj

Tk = =
5252

Donde Sy, es la covariancia entre la variable jy la variable k, y Sy S% son las variancias de
las variables j y k respectivamente.

1.4.1.3. Analisis de componentes principales

Con los datos obtenidos de las variables, se aplico andlisis de componentes principales
(ACP) para condensar la informacién obtenida en unas pocas componentes principales que
expliquen la mayor variabilidad posible. EI mismo se realiz6 mediante el médulo Andlisis de
Componentes Principales del paquete estadistico InfoStat, utilizando la matriz de correlacién

de las variables.
1.4.2. Andlisis del contenido de iones

Se analizé la variabilidad fenotipica para el contenido de Na*, K" y CI en cada tejido (hoja,
raiz y tallo) y para la relaciéon K'/Na*, que se considera un indicador de tolerancia a la
salinidad (Shabala & Cuin, 2007; Tester & Davenport, 2003). Se realiz6 ANOVA de tres
factores: familia, tejido y la combinacion entre fechas de corte y tratamientos salinos, que

constituyeron un unico factor. EI modelo lineal utilizado fue:
Yii = p+ B+ i+ O v + (0)j + (t7)i + (Oy)i + (xOy)ik + &ijw

Donde: Yj; es la observacion debido a la i-esima FMH del |-esimo bloque, en la j-eésima
combinacion fecha-tratamiento salino y en el k-ésimo tejido; p representa la media general;
B: es el efecto del I-ésimo bloque y se considera aleatorio; 1; es el efecto de la i-ésima FMH,;
9; es el efecto de la j-ésima combinacion fecha-tratamiento salino; yx es el efecto del k-ésimo
tejido; (0); es el efecto de la interaccion entre la i-ésima FMH y la j-ésima combinacion
fecha-tratamiento salino; (ty)ik es el efecto de la interaccion entre la i-ésima FMH y el k-
ésimo tejido; (dy)x es el efecto de la interaccion entre la j-ésima combinacion fecha-
tratamiento salino y el k-ésimo tejido; (tdy)ix es el efecto de la interaccion entre la i-ésima
FMH, la j-ésima combinacion fecha-tratamiento salino y el k-ésimo tejido; y ejq €s el término

de error de la ijkl observacion debido a la variacion ambiental.

Se aplicdé la prueba de comparaciones miltiples DGC cuando existieron diferencias

significativas.

Mediante el coeficiente de correlacion de Pearson, se analiz6 la posible correlacién entre el
contenido de cada ion y la relacion K*/Na" y el efecto de la salinidad sobre el peso seco de

parte aérea y total en los distintos tratamientos salinos, estimado mediante los indices de
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tolerancia (ITPSA, ITPST).

Para las tasas de absorcion y transporte de iones, se realiz6 ANOVA de dos factores segun

el siguiente modelo lineal:

Yiem 1+ B+ T + 1o+ (Yo + €ine
Donde: Yix es la observacion de la i-ésima FMH del k-ésimo bloque en el t-ésimo
tratamiento, u representa la media general, Bk es el efecto del k-ésimo bloque y se considera
aleatorio; 7 es el efecto de la i-ésima FMH, v; es el efecto del t-ésimo tratamiento, (yt) es el

efecto de la interaccion entre la i-ésima FMH y el t-ésimo tratamiento, y ik €s el término de

error de la itk obsevacion.

2. Evaluacion de la respuesta de clones de L. tenuis al estrés salino impuesto por

shock
2.1. Material vegetal

Se sembraron 20 genotipos de cada una de las cinco FMH que se habian seleccionado a
partir del ensayo 1, y habian sido evaluadas en el ensayo 2. Posteriormente se incorporaron
17 genotipos del cultivar Pampa INTA con la finalidad de ampliar la base genética. Todos los
genotipos se mantuvieron en invernaculo a fin de propagarlos vegetativamente mediante

esquejes nodales (Figura 1.3), para las evaluaciones que se describen continuacion.

Figura 1.3: Clones de un genotipo de L. tenuis propagado mediante esquejes nodales.
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2.2.  Ensayos realizados con genotipos propagados de forma vegetativa

2.2.1. Ensayo 3: Evaluacion de la tolerancia a salinidad de genotipos provenientes de
cinco FMH

Se evaluaron los 100 genotipos provenientes de las cinco FMH selectas, con la finalidad de
realizar un cribado inicial de su tolerancia a salinidad. El ensayo se realiz6 en condiciones
controladas en camara de crecimiento (T2 =225 °C) con un fotoperiodo de 16 horas de luz, en
un DBCA con dos repeticiones y tres tratamientos: 0 (control), 200 y 400 mM NaCl. Cada
genotipo estuvo representado por 12 clones, tres en cada tratamiento y repeticion, que
fueron trasplantados, luego de 21 dias desde la propagacion, a macetas conteniendo arena
y perlita (1:1 V/V). Las plantulas se regaron por capilaridad adicionando NaCl a la solucién
nutritiva Hoagland, sin realizar aclimatacién al estrés. A los 21 dias de iniciados los
tratamientos se evaluaron longitud del tallo principal (LTP, cm) y peso seco total (PST, mg) y
se estimaron sus indices de tolerancia (ITLTP y ITPST respectivamente) utilizando la misma
relacion que para los ensayos con FMH. Se registr6 la sobrevivencia como el numero de
plantas vivas de cada genotipo a los 21 dias de ensayo, considerando la muerte de las

plantas cuando existié pérdida total de turgencia.

2.2.2. Ensayo 4: Evaluacién de la tolerancia a salinidad de genotipos seleccionados y

genotipos del cultivar Pampa INTA

Se evaluaron 19 genotipos seleccionados por destacarse en su tolerancia o susceptibilidad
a la salinidad en el ensayo anterior y 17 genotipos del cultivar Pampa INTA. El ensayo se
realizé en camara de crecimiento en un disefio completamente aleatorizado (DCA) aplicando
los mismos tratamientos que en el ensayo anterior. Cada genotipo estuvo representado por
tres clones en cada tratamiento. Se evalué PST (mg) a 28 dias desde el inicio de los
tratamientos y se estimé ITPST. Se registrd diariamente la mortalidad, obteniendo la

sobrevivencia de cada planta en dias desde el inicio de los tratamientos salinos.

2.2.3. Ensayo 5: Evaluacion de la tolerancia a salinidad de ocho genotipos

seleccionados en el ensayo anterior

A partir de los resultados obtenidos en los ensayos previos, se seleccionaron ocho genotipos
(cinco pertenecientes a las distintas FMH y tres del cultivar Pampa INTA) con
comportamiento contrastante en condiciones salinas. Se repitié la evaluacién siguiendo la
misma metodologia que en el ensayo anterior, registrando la sobrevivencia (dias), PST (mg)
e ITPST a 28 dias desde el inicio de los tratamientos. Cada genotipo estuvo representado

por 5 clones por tratamiento.
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2.3. Analisis de lainformacién

Se utilizo el software InfoStat en su interfaz con R (Di Rienzo et al., 2017). Se ajustaron
modelos mediante los mdédulos de modelos lineales generales y mixtos (MLM) y de modelos
lineales generalizados mixtos (MLGM) segun la distribucion de la variable analizada. Para
todas las variables se realiz6 la prueba estadistica W de Shapiro-Wilk sobre los residuales.
Se aplico el test de Bartlett para comprobar la homogeneidad de las varianzas y el test de
no-aditividad de Tukey para comprobar la aditividad del modelo. En los casos en los que fue
necesario, se ajustaron modelos para heterogeneidad de varianzas. Se realizaron andlisis

de componentes principales utilizando la matriz de correlacion de las variables.
2.3.1. Andlisis univariado

Para las variables PST, LTP, ITPST e ITLTP en el ensayo 3 se aplicé andlisis de variancia
(ANOVA) utilizando el siguiente modelo estadistico lineal:
Yi= p+ B + T + Yo+ (Y0 + Eink

Donde: Yk es la observacion del i-ésimo genotipo en el t-ésimo tratamiento, u representa la
media general, B« es el efecto del k-ésimo bloque y se considerd aleatorio, t; es el efecto del
i-ésimo genotipo, y; es el efecto del t-ésimo tratamiento, (yt); es el efecto de la interaccion
entre el i-ésimo genotipo y el t-ésimo tratamiento, y &y €s el término de error de la itk

observacion.
Para las variables en los ensayos 4 y 5, se realizd ANOVA segun el siguiente modelo:
Yi= W+ T+ Yo+ (v0) i+ i

Donde: Yk es la observacion del i-ésimo genotipo en el t-ésimo tratamiento, pu representa la
media general, 1; es el efecto del i-ésimo genotipo, y; es el efecto del t-ésimo tratamiento,
(yr)r es el efecto de la interaccion entre el i-€simo genotipo y el t-ésimo tratamiento, y &ix €S

el término de error de la itk obsevacion.

La Sobrevivencia se analiz6 en forma univariada en los ensayos 4 y 5, considerando
Unicamente los datos del tratamiento de 400 mM NaCl, por lo que se utilizé el siguiente

modelo:
Yi= B+ 1 + gk

Donde: Y es la observacion del i-€simo genotipo, u representa la media general, 1; es el

efecto del i-ésimo genotipo, y gy es el término de error de la ik observacion.

Adicionalmente, en el ensayo 4 se agruparon los genotipos por origen (FMH del programa
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de mejoramiento de la especie o cultivar Pampa INTA) y se realizé la prueba Mann-Whitney
U de diferencia entre dos medias para las variables ITPST y Sobrevivencia.

2.3.2. Andlisis de componentes principales

Se realizaron analisis de componentes principales utilizando la matriz de correlacién de
ITLTP, ITPST y Sobrevivencia en el primer ensayo, y de ITPST y Sobrevivencia en los otros
dos.

32



Capitulo 1

RESULTADOS
1. Tolerancia a la salinidad de familias de medios hermanos (FMH) de L. tenuis
1.1. Efecto de los tratamientos salinos sobre los parametros de crecimiento

En los dos ensayos realizados con FMH, al considerar el comportamiento promedio de las
mismas para cada una de las variables evaluadas, se observo que la salinidad produjo una
reduccion del crecimiento de las plantas (Tablas 1.2 y 1.3). Esta reduccién respecto del
control fue mayor cuando las plantas se expusieron a 300 mM NaCl que cuando se
expusieron a 150 mM NaCl. Ademas, se registré interaccion significativa Tratamiento*Fecha

para todas las variables, existiendo una mayor reduccion en la segunda fecha de corte.

En el Ensayo 1, las variables PSA, PSR y PST no presentaron diferencias significativas
entre los tratamientos salinos a los 16 ddi, pero si existieron diferencias entre estos
tratamientos y el control (Tabla 1.2). El resto de las variables presentaron diferencias entre
los tres tratamientos. En la segunda fecha de evaluacion todas las variables presentaron

diferencias entre los tres tratamientos.
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Tabla 1.2: Efecto de los tratamientos salinos sobre las variables evaluadas en el Ensayo 1 en 15 FMH de Lotus

tenuis. Medias + errores estandar y porcentajes de reduccion de las variables respecto del control por efecto de la

concentracion salina y del tiempo.

Variable

Tiempo Tratamientos (mM NacCl) Reduccién
(unidad)  (ddi*) 0 150 300 R150 (%) R300 (%)
NR (09 16 20,75+0,44D 1842+035E 17,10+035F 11,23 17,59
nO
29 4191+085A 31,86+067B 27,68+0,61C 2398 33,95
TP (cm) 16 2579+048C 21,83+0,39E 2025+037F 1535 21,48
cm
29 4551+0,74A 3259+060B 2375+046D 28,39 47,81
16 1,63+002C 1,43+002D 1,36+0,02F 1227 16,56
ETP (cm)
29 2,34+0,03A 1,76+0,03B 1,42+002D 24,79 39,32
R (cm) 16 23,72+0,30B 19,59+0,26 D 18,10+0,25E 17,41 23,69
cm
29 2735+0,33A 2090+029C 17,42+023F 23,58 36,31
PFA () 16 9,28+027C 646+0,16D 502+0,15E 30,39 45,91
J 29 2435+0,66 A 1545+045B 9,37+0,28C 36,55 61,52
PSA (g 16 1,09+0,03D 091+0,02E 0,84+002E 16,51 22,94
J 29 324+008A 221+0,06B 158+0,05C 31,79 51,23
PSR (0) 16 046+001D 040+001E 042+001E 13,04 8,70
J 29 0,99 +002A 065+0,02B 053+0,02C 34,34 46,46
pST (g 16 155+0,04D 1,31+0,03E 1,26+003E 1548 18,71
J 29 427+0,10A 287+0,08B 2,10+0,06C 32,79 50,82

*dias de iniciados los tratamientos; R150: Reduccién en 150 mM NaCl respecto al control; R300: Reduccion en 300

mM NacCl respecto al control. Letras distintas entre filas y entre columnas en cada variable indican diferencias

significativas (p<0,05).

En el Ensayo 2 las plantas presentaron un menor crecimiento en comparacion al ensayo

anterior debido a que las condiciones ambientales fueron diferentes, con una temperatura

media menor y una amplitud térmica mayor. Si bien también existi6 reduccion del

crecimiento debido a la salinidad, esta se observé en mayor medida a los 29 ddi (Tabla 1.3).

La Unica variable que present6 diferencias entre los tres tratamientos en la primera fecha de

evaluacion fue LR. Para algunas de las variables (NR, PFA, PSR y PST), a los 16 ddi no

existieron diferencias significativas entre el control y el tratamiento de 150 mM, pero si

existieron diferencias entre estos tratamientos y 300 mM. Por otro lado, para las variables

LTP, ETP y PSA, solo se encontraron diferencias entre tratamientos a los 29 ddi.
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Tabla 1.3: Efecto de los tratamientos salinos sobre las variables evaluadas en el Ensayo 2 en 5 FMH de Lotus
tenuis. Medias + errores estandar y porcentajes de reduccion de las variables respecto del control por efecto de la

concentracion salina y del tiempo.

Variable  Tiempo Tratamientos (mM NaCl) Reduccién
(unidad)  (ddi®) 0 150 300 R150 (%) R300 (%)
NR (09 16 8,82+035D 876+031D 7,01+024E 0,68 20,52
nO
29 16,26 + 0,58 A 1327+0,42B 10,00+0,39C 18,39 38,50
16 846+022C 820+0,19C 7,82+0,18C 3,07 7,57
LTP (cm)
29 11,33+0,44A 9,34+032B 7,91+0,19C 17,56 30,19
16 0,90 +0,02A 0,90+0,02A  0,95+0,02A 0,00 -5,56
ETP (cm)
29 0,92+003A 0,80+002B 0,88+003A 13,04 4,35
R (cm) 16 1361+0,32C 1059+025D 8,85+0,24E 22,19 34,97
cm
29 2405+053A 16,16+029B 963+0,22D 32,81 59,96
PFA () 16 095+006D 1,10+0,07D 0,76+004E  -1579 20,00
J 29 3,10+0,21A 2,50+0,15B 1,30+0,07C 19,35 58,06
PSA(Q) 16 015+0,01D 0,17+001D 0,14+0,01D  -13,33 6,67
J 29 045+0,03A 0,37+002B 024+001C 17,78 46,67
PSR (g 16 0,13+0,01D 0,12+0,01D 0,10+0,01E 7,69 23,08
J 29 0,40+0,02A 025+001B 0,16+0,01C 37,50 60,00
PST (g) 16 0,28+0,02D 0,29+0,02D 0,24+0,01E -3,57 14,29
29 0,85+0,06A 062+003B 0,39+002C 27,06 54,12

*dias de iniciados los tratamientos; R150: Reduccion en 150 mM NaCl respecto al control; R300: Reduccion en 300
mM NaCl respecto al control. Letras distintas entre filas y entre columnas en cada variable indican diferencias
significativas (p<0,05).

La disminucion en el crecimiento con el incremento de la concentracién salina también se
observé al realizar analisis de componentes principales utilizando como criterios de

clasificacion las FMH vy los tratamientos (Figuras 1.4y 1.5).
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Figura 1.4: Andlisis de componentes principales de los parametros de crecimiento evaluados

en el ensayo 1, utilizando como criterios de clasificacion 15 FMH y tres tratamientos.
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Figura 1.5: Analisis de componentes principales de los pardmetros de crecimiento evaluados

en el ensayo 2, utilizando como criterios de clasificaciéon 5 FMH y tres tratamientos.
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A pesar de las elevadas concentraciones salinas aplicadas, las plantas continuaron
creciendo a traveés del tiempo, aunque a una tasa menor. El total de los genotipos evaluados

sobrevivieron a las dos experiencias.
1.2. Ensayo 1l: Respuesta de 15 FMH a la salinidad

Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05) y diferencias
significativas entre FMH para todas las variables en estudio (Tabla 1.4). Existi6 interaccion
significativa entre FMH y tratamiento para nimero de tallos vegetativos (NTV), longitud de
raiz (LR), peso fresco aéreo (PFA) y peso seco aéreo (PSA). También se encontrd
interaccion significativa entre FMH y fecha de corte para los IT de todas las variables
excepto ITPSR. La triple interaccion (FMH*Fecha*Tratamiento) no resulté significativa en

ningun caso.

Tabla 1.4: Comportamiento promedio de las FMH de Lotus tenuis evaluadas en el ensayo 1 para todas las
variables estudiadas y sus indices de tolerancia (IT). Media, coeficiente de variacion (C.V.), desvio estandar
(D.E.), valores maximo y minimo y p-valor para FMH, interaccion FMH y Tratamiento e interaccion FMH y Fecha de

corte.

Variable p-valor  p-valor p-valor
_ Media C.v. D.E. Minimo Maximo
(unidad) FMH FMH*Trat FMH*Fecha

NTV (n°) 26,407 47,087 12,434 5,000 85,000 <0,0001 <0,0001 0,0703

LTP (cm) 28,261 41,379 11,694 7,100 79,100 <0,0001 0,1083 0,4451
ETP (cm) 1,658 30,162 0,500 0,592 4,013 <0,0001 0,2152 0,0969
LR (cm) 21,246 25,980 5,520 6,300 44,800 <0,0001 <0,0001 0,0743
PFA(g) 11,682 74,406 8,692 0,531 54,395 <0,0001 0,0202 0,4301
PSA(g) 1,652 71,027 1,173 0,127 7,723 <0,0001 0,0251 0,1437
PSR(g) 0,579 54,154 0,313 0,029 2,117 <0,0001 0,6817 0,2741
PST(@) 2,230 65400 1,459 0,181 9,748 <0,0001 0,1257 0,2249

ITNTV 0,801 34,186 0,274 0,119 1,980 <0,0001 0,0528 0,0001
ITLTP 0,724 31,771 0,230 0,174 1,550 <0,0001 0,1512 <0,0001
ITETP 0,775 25,844 0,200 0,264 1,555 <0,0001 0,1490 <0,0001
ITLR 0,756 24,926 0,189 0,251 1,504 <0,0001 0,2389 0,0052

ITPFA 0,586 50,530 0,296 0,035 1,921 <0,0001 0,5897 0,0005
ITPSA 0,719 50,816 0,365 0,061 2,836 <0,0001 0,3507 0,0013
ITPSR 0,751 46,148 0,346 0,026 2,455 0,0074  0,6901 0,1287
ITPST 0,725 47,434 0,344 0,066 2,717 <0,0001 0,5770 0,0040

En color gris se indican los casos con diferencias significativas (p<0,05).
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1.2.1. Variabilidad en el crecimiento de las FMH

Se encontr¢ variabilidad en el crecimiento de las FMH bajo las condiciones del ensayo. Para
la variable NTV existio interaccion, evidenciando un comportamiento diferencial de las FMH
segun el tratamiento (Figura 1.6). La familia 5 presenté mayor nimero de tallos vegetativos
en el control, mientras que la familia 8 fue la de mejor comportamiento para esta variable en
150 mM NaCl. En 300 mM, la familia 14 fue la de peor comportamiento, presentando el
mayor contraste respecto al control.
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Figura 1.6: Numero de tallos vegetativos de las 15 FMH evaluadas en control, 150 mM y 300 mM de NaCl. Las
barras indican medias y error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun la prueba
DGC.

Para LTP y ETP, no existi6 interaccion FMH*Tratamiento. En los dos casos las familias 3, 11
y 15 se encontraron entre las que presentaron mayores medias, y la familia 9 fue la de peor

comportamiento (Figuras 1.7 y 1.8).

38



Capitulo 1
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Figura 1.7: Longitud del tallo principal de las 15 FMH evaluadas en los tres tratamientos. Las barras indican

medias y error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun la prueba DGC.
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Figura 1.8: Longitud de entrenudos del tallo principal de las 15 FMH evaluadas en los tres tratamientos. Las
barras indican medias y error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun la prueba

DGC.

Las FMH 5, 4, 12 y 3 presentaron mayor longitud de raiz en el control (Figura 1.9). En 150
mM Unicamente se diferenciaron las FMH 7, 9 y 15, que presentaron menores medias. En

300 mM las FMH 2 y 10 presentaron mayor longitud que las demas.
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Figura 1.9: Longitud de raiz de las 15 FMH evaluadas en control, 150 mM y 300 mM de NacCl. Las barras
indican medias y error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun la prueba DGC.

En el tratamiento control, la familia 10 presenté menor PFA y PSA que las demas (Figuras
1.10y 1.11). Sin embargo, esta familia no presento diferencias en el peso fresco aéreo entre
el tratamiento de 150 mM vy el control. Lo mismo ocurrié para las familias 3 y 8 en las dos
variables relacionadas con el peso de la parte aérea, destacandose en este tratamiento
respecto de la demas familias. En 300 mM se destacaron las familias 3, 11y 2 por su PFA
(Figura 1.10); y 3, 11, 2, 15y 12 por su PSA (Figura 1.11).
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Figura 1.10: Peso fresco aéreo de las 15 FMH evaluadas en control, 150 mM y 300 mM de NaCl. Las barras
indican medias y error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun la prueba DGC.

40



Capitulo 1

3,0+
B omM Nac
150 mM NaCl
FZ] 300 mM Nacl
2,44 B
kd % 2 A
K , |
(] L
(] L
i |
i |
£ F
1,94 kd b
b :
a K b B
: B
ol
K :
& KN c
1.34 K K
: B kK
b
K :
K :
K :
K : ]
0.74 :f: o .: o
7 2

Figura 1.11: Peso seco aéreo de las 15 FMH evaluadas en control, 150 mM y 300 mM de NaCl. Las barras
indican medias y error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun la prueba DGC.

Las familias 10, 9 y 14 fueron las que presentaron menor PST y PSR. En PSR, en conjunto
con la familia 13 (Figuras 1.12 y 1.13). Ninguna de estas variables presento interaccion entre

FMH y tratamiento.
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Figura 1.12: Peso seco de raiz de las 15 FMH evaluadas en los tres tratamientos. Las barras indican medias y

error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun la prueba DGC.
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o
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Figura 1.13: Peso seco total de las 15 FMH evaluadas en los tres tratamientos. Las barras indican medias y

error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun la prueba DGC.

Las correlaciones fenotipicas entre caracteres fueron altamente significativas y positivas

(Tabla 1.5). Los coeficientes mas bajos se observaron en relacién a la variable longitud de

raiz.

Tabla 1.5: Coeficiente de correlacion de Pearson entre los parametros de crecimiento evaluados en el

ensayo 1. En la primera fila se observa el coeficiente de correlacion y en la segunda fila el nivel de significancia.

En gris se observan las correlaciones mayores a 0,70.

LTP

ETP

LR

PFA

PSA

PSR

PST

NTV LTP ETP LR PFA PSA PSR
0,63
<0,0001
0,50
<0,0001
0,37 0,49 0,46
<0,0001  <0,0001  <0,0001
0,48
<0,0001
0,42
<0,0001
0,62 0,47
<0,0001  <0,0001

0,44
<0,0001
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Adicionalmente, se calcularon las tasas de crecimiento relativo (RGR) de las familias a los
16 y a los 29 dias de iniciados los tratamientos y se encontraron diferencias significativas
entre FMH, tratamientos y fechas, e interaccion significativa FMH*Fecha. RGR disminuyé
con el aumento de la concentracion salina y con el paso del tiempo. Las familias con mayor
tasa de crecimiento entre el inicio y 16 ddi fueron las FMH 5y 4, y la que presentoé la tasa
mas baja fue la 12 (Figura 1.14). Entre el inicio y los 29 dias pudo observarse un grupo de
familias con mayor RGR, entre las que se encuentran las FMH 5y 4, y un grupo de familias
con RGR mas baja, entre las que se encuentra la FMH 12.
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Figura 1.14: Tasa de crecimiento relativo a los 16 y 29 dias de ensayo de las 15 FMH evaluadas. Las barras

indican medias y error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun la prueba DGC.

Si bien no fueron las familias con tasas de crecimiento relativo mas altas, las FMH 3 (490) y
11 (1897) presentaron un mayor crecimiento que las demas al considerar la mayor parte de
los parametros evaluados. Por el contrario, las FMH 9 (1195) y 10 (1894) fueron las menos

destacadas.

1.2.2. Tolerancia a la salinidad

La tolerancia de las FMH se evalu6 a partir de los indices (IT) y varié entre las fechas de
corte (Tabla 1.4). Al evaluar a través de componentes principales los IT de las variables
utilizando como criterios de clasificacion las FMH y las fechas de corte, se observé una
disminucion de la tolerancia a la salinidad con el paso del tiempo para todos los genotipos
(Figura 1.15).
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Figura 1.15: Andlisis de componentes principales de los IT de las variables en el ensayo 1
utilizando como criterios de clasificacién las FMH y las fechas de corte.
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El andlisis de componentes principales y el ITPST de las FMH en cada fecha (Tabla 1.6)

permitieron observar que a los 16 ddi, la FMH 447 fue la de mayor tolerancia, y la FMH 325

la de menor. Este comportamiento no se mantuvo a los 29 ddi cuando Unicamente la FMH

2248 se diferencié del resto presentando menor tolerancia.

Tabla 1.6: Efecto del NaCl sobre el peso seco total evaluado a partir de un indice para cada una

de las 15 FMH evaluadas alos 16 y alos 29 dias desde inicio de los tratamientos.

. ITPST
FMH Identificacion 16 ddi 29 ddi
447 2 1,25 A 0,64 C
1195 9 0,91B 0,57 C
1894 10 0,90 B 0,68 C
1897 11 0,89 B 0,59 C
2243 13 0,87 B 0,60 C
2297 15 0,87 B 0,68 C
685 4 0,85 B 0,60 C
1193 8 0,84 B 0,64 C
1146 7 0,84 B 0,51 C
490 3 0,83 B 0,67 C
2248 14 0,80 B 0,44 D
2241 12 0,77 B 0,66 C
690 5 0,73B 0,57 C
691 6 0,73B 0,54 C
325 1 0,68 C 0,62 C

Los valores representan la media ajustada de ITPST. Letras distintas indican diferencias significativas

(P<0,05) segun la prueba DGC.
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La tasa de crecimiento relativo se correlaciond significativamente con ITPST en las dos
fechas. A 16 ddi, el coeficiente de correlacion de Pearson fue de 0,37 (p=0,0003), y a 29 ddi
fue de 0,39 (p=0,0001). En la primera fecha, las FMH 325, 490, 685, 691 y 2248 presentaron
una RGR inferior en los tratamientos salinos que en el control (Anexo 1.1). En la segunda
fecha, todas las familias presentaron diferencias entre tratamientos, excepto las FMH 1894 y
2297. En la figura 1.16 se graficaron las RGR a 16 ddi de las FMH 447, 325 y 1193. Se
observa que tanto la familia tolerante (447) como la de tolerancia intermedia (1193)
mantuvieron su tasa de crecimiento a través de los tratamientos, mientras la familia 325, de

menor tolerancia en esta fecha, presenté tasas mas bajas en los tratamientos salinos que en

el control.
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Figura 1.16: Tasas de crecimiento relativo a 16 dias de iniciados los tratamientos de tres FMH evaluadas
en el ensayo 1. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0,05) para cada FMH

segun la prueba DGC.

En la figura 1.17 se graficaron las RGR a 29 ddi de las FMH 1894, 2248 y 1193. La familia
1894 no presentd diferencias en su tasa de crecimiento en los distintos tratamientos y se
encontr6 entre las que tuvieron mayores ITPST. La familia 2248 fue la menos tolerante
(Tabla 1.6) y presenté diferencias en la RGR entre los tres tratamientos. Si bien no existio
interaccion entre FMH y Tratamiento para ITPST, en las variables NTV, LR, PFA y PSA, en
las que si existio interaccion, la familia 1193 presenté valores similares entre el control y 150
mM de NaCl. Ademas, su reducciéon en el PST en este tratamiento a los 29 dias fue del 14
%, mientras que en 300 mM la reduccion fue del 59 %. Esta tendencia también se observa

en la RGR.
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Figura 1.17: Tasas de crecimiento relativo a 29 dias de iniciados los tratamientos de tres FMH evaluadas
en el ensayo 1. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0,05) para cada FMH

segun la prueba DGC.

A partir de estos resultados se seleccionaron las FMH 447 (tolerante a 16 ddi), 1894
(tolerante a 29 ddi), 325 (susceptible a 16 ddi), 2248 (susceptible a 29ddi) y 1193

(intermedia) para continuar con el estudio en el ensayo 2.

1.2.3. Determinacion de los contenidos de Na*, K* y Cl'y la relacion K*/Na*

Se observo un incremento (p<0,05) en el contenido (uMoles g* Peso Seco) de Na*y de CI,
y una disminucién en el contenido de K* en hojas, tallos y raices tratadas con NaCl respecto
al control (Figura 1.18). Las hojas de las plantas tratadas con 300 mM NaCl presentaron
mayor contenido de Na* y de CI" que las tratadas con 150 mM en las dos fechas, y menor
contenido de K* a 16 ddi, pero no al final del ensayo. En tallo, existieron diferencias entre
tratamientos salinos en los contenidos de K'y CI, y el de Na® a 16 ddi. En raiz, solo

existieron diferencias entre tratamientos en el contenido de K.

Por otra parte, los contenidos de iones se modificaron con el tiempo segun el tratamiento
considerado (Figura 1.18). En 150 mM, se produjo una acumulaciéon de Na® en hoja. El
contenido de CI en los tres tejidos se incrementd a los 16 ddi respecto del inicio del ensayo,
pero no existieron diferencias significativas entre 16 y 29 ddi. En 300 mM, los contenidos de
Na" y CI" en hoja se incrementaron con el tiempo, mientras que en raiz y tallo no existieron
diferencias entre 16 y 29 ddi. En el caso del K", en los dos tratamientos salinos se produjo
una reduccion del contenido en hoja y tallo en la tercera fecha de medicién. En raiz no se

observo esta disminucion.
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Figura 1.18: Contenido de Na*, K"y ClI" (uMoles g'1 Peso Seco) en muestras de hoja, raiz y tallo de plantas de Lotus
tenuis sometidas a 0, 150 y 300 mM NacCl. Se tomaron muestras a los 0, 16 y 29 dias de iniciados los tratamientos. Se
grafican las medias + E.E. Todos los ejes presentan la misma escala. (*) indica diferencias significativas con la fecha de

muestreo anterior para cada tejido.

Se estimaron las tasas de absorcion de iones por parte de las raices y las tasas de
transporte de los mismos desde raices a la parte aérea. Existieron mayores tasas de
absorcion y transporte de Na“ y CI' y menores de K* en las plantas que crecieron en
condiciones salinas respecto al control a los 16 y 29 ddi (Tabla 1.7). No se hallaron

diferencias significativas entre las FMH ni interaccién FMH*Tratamiento.
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Tabla 1.7: Tasas de transporte (umol en la parte aérea por gramo de raiz por dia) y de absorcion de iones (umol en toda la

planta por gramo de raiz por dia) promedio de plantas de Lotus tenuis sometidas a 0, 150 y 300 mM de NaCl. Se calcularon

las tasas entre 0 y 16 y entre 0 y 29 dias de tratamiento. Los valores representan a las medias + E.E. Para cada nimero de dias de

exposicion, letras distintas en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05).

Tratamiento

Tasa de transporte a parte aérea (umol g™ PSR dia™)

Tasa de absorcion total (umol g” PSR dia™)

Dias de
(MM NaCl)  exposicion Na* K* cr Na* K* cr

0 16 4,10+2,30a 32,18+ 3,57 a -4,29 3,23 a 0,83+252a 73,33+ 7,66 a -2,40+3,80a
150 16 90,98 +9,52 b 2,69+2,07b 72,69 +8,89b 138,05+12,45b 14,59+3,33b 103,33+11,48b
300 16 123,55+ 11,50 b -4,38+2,79¢C 107,74 + 13,56 ¢ 177,95+ 13,91 b 1,07+£535¢ 151,23 £ 15,50 ¢

0 29 151+280a 2200+ 266 a 406+2.06a -0,38+2,20a 57,99 +5,46 a -216+2,71a
150 29 104,06 + 10,57 b -13,75+2,68 b 93,40+9,42 b 161,41 +14,10 b 0,27+ 4,73 b 125,78+ 11,26 b
300 29 127,18 +14,54b -14,32+3,36 b 131,62+ 15,44 b 181,25+20,95b -9,48+508b 169,72+17,78 b

Para determinar si existio relacion entre la tolerancia a salinidad estimada a partir de ITPSA

e ITPST, y los contenidos de iones en los distintos tejidos, se analizé la correlacion a partir

del coeficiente de correlacién de Pearson. En la tabla 1.8 se muestran las correlaciones

significativas entre los contenidos de iones y la relacion K'/Na* en hoja y los indices de

tolerancia mencionados. Los contenidos de iones se encuentran altamente correlacionados,

en forma positiva en el caso de Na* y CI', y en forma negativa entre ellos y K*, y, por lo tanto,

K*/Na".

Tabla 1.8: Correlaciones entre los parametros analizados relacionados con el contenido de iones, y

los indices de tolerancia en el ensayo 1. Se muestran los coeficientes de correlacion de Pearson

significativos (p<0,05). En la primera fila se observa el coeficiente y en la segunda fila el nivel de significancia.

Na K cI K*/Na”
Hoja Hoja Hoja Hoja ITPSA
o -0,88
K*Hoja <0,0001
; . 0,94 '0182
Cl" Hoja <0,0001 <0,0001
gt g -0,91 0,88 -0,80
K'/Na" Hoja <0,0001 <0,0001 <0,0001
0,28 -0,34
ITPSA 0,028 0,008
0,33 -0,36 0,26
ITPST 0,009 0,005 0,043

En naranja se indican las correlaciones entre el contenido de Na*, K" y CI" y la relacién K*/Na* en hoja. En

verde, las correlaciones entre iones y los IT. En rojo, la correlacion entre los IT.
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La relacién K'/Na® en hoja mostré correlacion significativa y positiva con ITPST. La
correlacion entre el contenido de CI" en hoja y la tolerancia resulté significativa y negativa, y
el contenido de K* en hoja presenté correlacion positiva con la tolerancia. No se muestran
las correlaciones entre los contenidos de iones en tallo y raiz y los IT, ya que no resultaron
significativas, exceptuando el contenido de K" en tallo que presentd una correlaciéon positiva

con los dos indices.

Si bien algunas de las correlaciones resultaron significativas, los coeficientes fueron bajos,
por lo que no siempre las familias que presentaron en promedio menor contenido de CI,
mayor relacién K'/Na* o mayor contenido de K* fueron las que mostraron mayor tolerancia a
la salinidad en el ensayo. La FMH 2248, que habia evidenciado menor tolerancia a la
salinidad, fue consistente en este sentido, ya que si se excluye al control del analisis, fue la
FMH que presentd en promedio mas contenido de Na* y CI', menos de K" y menor relacién
K*/Na" (Figura 1.19).
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Figura 1.19: Promedio de la contenido de Na' y CI" (uMoles g™ Peso Seco) y la relacion K'/Na* en los
tratamientos salinos (150 y 300 mM NacCl) e indice de tolerancia del peso seco total (ITPST) de cinco FMH.

Letras distintas indican diferencias significativas entre las FMH (p<0,05).
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1.3. Ensayo 2: Respuesta a la salinidad de cinco FMH seleccionadas en el ensayo 1

Existieron diferencias significativas (p<0,05) entre FMH para todos los parametros de
crecimiento e interaccion FMH*Fecha para algunos de ellos, pero no existieron diferencias
entre las FMH para los indices de tolerancia de las variables relacionadas con la produccién
de materia seca (ITPFA, ITPSA, ITPSR, ITPST) (Tabla 1.9). Los restantes indices
presentaron interaccion FMH*Fecha.

Tabla 1.9: Comportamiento promedio de las cinco FMH de Lotus tenuis para todas las variables estudiadas
en el ensayo 2 y sus indices de tolerancia (IT). Media, coeficiente de variacion (C.V.), desvio estandar (D.E.),
valores maximo y minimo y p-valor para FMH, interaccion FMH y Tratamiento e interaccion FMH y Fecha de corte.

Variable p-valor  p-valor p-valor
_ Media  C.V. D.E. Minimo Méaximo
(unidad) FMH FMH*Trat FMH*Fecha

NTV (n°) 10,644 43,322 4,611 2,000 31,000 <0,0001 0,3854 0,0833
LTP (cm) 8,806 29,613 2,608 2,500 23,200 <0,0001 0,3231 0,1319
ETP (cm) 0,889 24,026 0,214 0,358 1,729 <0,0001 0,1399 0,0178
LR (cm) 13,735 42,656 5,859 5,500 37,200 <0,0001 0,0577 0,0114
PFA(g) 1,598 80,105 1,280 0,053 7,996 <0,0001 0,0623 0,0011
PSA(g) 0,249 71,729 0,178 0,021 1,054 <0,0001 0,7682 0,0253
PSR(g) 0,189 76,571 0,145 0,013 0,827 <0,0001 0,5392 0,3435
PST(g) 0,438 72559 0,318 0,034 1,738 <0,0001 0,3559 0,0385

ITNTV 0,772 37,504 0,290 0,104 1,923 0,0256  0,7717 0,0059
ITLTP 0,836 27,889 0,233 0,249 1,862 0,0029 0,8242 <0,0001
ITETP 0,961 23,563 0,226 0,360 1,821 0,1615  0,1092 0,0017
ITLR 0,649 30,007 0,195 0,221 1,438 0,3053  0,1906 <0,0001

ITPFA 0,747 63,725 0,476 0,015 2,843 0,9840  0,4443 0,2314
ITPSA 0,805 60,217 0,485 0,041 3,412 0,7890  0,2279 0,1397
ITPSR 0,705 67,635 0,477 0,028 2,832 0,4323  0,1317 0,1340
ITPST 0,742 60,246 0,447 0,035 3,107 0,8214  0,1342 0,3173

En color gris se indican los casos con diferencias significativas (p<0,05).

Las medias de los parametros de crecimiento fueron inferiores a las del ensayo anterior
(Tabla 1.4) debido a la menor temperatura y mayor amplitud térmica del momento en el que

se desarroll6 el ensayo, lo que propicié un menor crecimiento en las plantas.

Se realiz6 analisis de correlacion entre los ensayos 1 y 2, utilizando el coeficiente de
correlacion de Pearson entre las variables y los IT a partir de las medias para cada FMH en

cada tratamiento y fecha (Tabla 1.10).
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Tabla 1.10: Correlacion entre las mismas variables en los dos ensayos.
Se indican los coeficientes de correlacion de Pearson significativos y los p-

valores en todos los casos.

Coeficiente de

Variable correlacion p-valor
NTV 0,89 <0,0001
LTP 0,77 <0,0001
ETP 0,6574

LR 0,81 <0,0001
PFA 0,90 <0,0001
PSA 0,90 <0,0001
PSR 0,93 <0,0001
PST 0,92 <0,0001

ITNTV 0,0580
ITLTP 0,80 <0,0001
ITETP 0,1383
ITLR 0,65 0,0018
ITPFA 0,62 0,0039
ITPSA 0,48 0,0312
ITPSR 0,79 <0,0001
ITPST 0,55 0,0123

En gris se indican las correlaciones significativas.

Capitulo 1

Los parametros de crecimiento presentaron correlaciones significativas entre los ensayos

con excepcion de ETP. Si bien en el ensayo 2 las medias fueron inferiores, existieron

similitudes con el ensayo 1 respecto al comportamiento de las familias en cuanto al

crecimiento. Por ejemplo, la FMH 10 presenté en promedio menor NR, LTP, PFA, PSA, PSR

y PST (Figura 1.20), lo cual coincidié con lo ocurrido anteriormente.
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Figura 1.20: Peso seco total a los 16 y 29 dias de ensayo de las cinco FMH

evaluadas en el ensayo 2. Las barras indican medias y error estandar. Letras

distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun la prueba DGC.

Capitulo 1

Las correlaciones de los IT entre los ensayos fueron significativas, excepto para ITNTV e

ITETP (Tabla 1.10). Sin embargo, fueron mas bajas que las del parametro relacionado, con

excepcion de ITLTP que presenté mayor correlacion que LTP. Por ejemplo, la dispersion de
los datos de ITPST fue mayor a la de los datos de PST (Figura 1.21).
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Figura 1.21: Diagrama de dispersion de PST (A) y de ITPST (B) entre los ensayos 1y 2.

Ademas de la menor correlacion, no existieron diferencias entre FMH para los indices mas

importantes (Tabla 1.9), y las diferencias detectadas para los indices de las otras variables
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no fueron consistentes con los resultados del ensayo 1. Por ejemplo, la FMH 2248 que se
encontraba entre las que peor comportamiento habia presentado para ITNTV, ITLTP, ITETP
e ITLR en las dos fechas de corte en el ensayo 1, en el ensayo 2 estuvo entre las que
presentaron mayores IT (Figura 1.22).
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Figura 1.22: indices de tolerancia para los que existieron diferencias significativas entre las FMH en el
ensayo 2: ITNTV (A), ITLTP (B), ITETP (C), ITLR (D). Las barras indican medias y error estandar. Letras
distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun la prueba DGC.

Estas inconsistencias entre los ensayos llevaron a que posteriormente se trabajara en

camara de crecimiento, a nivel de genotipo y con material propagado de forma vegetativa.

2. Respuesta de genotipos de L. tenuis al estrés salino impuesto por shock

2.1. Ensayo 3: Tolerancia a salinidad de genotipos provenientes de 5 FMH

Se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre genotipos y tratamientos para las
dos variables y sus IT (Tabla 1.11). La interaccién entre genotipo y tratamiento no resulté

significativa en ningun caso.
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Tabla 1.11: Comportamiento promedio de los genotipos de Lotus tenuis para las variables estudiadas en el
ensayo 3y sus indices de tolerancia (IT). Media, coeficiente de variacion (C.V.), desvio estandar (D.E.), valores

maximo y minimo y p-valor para Genotipo, Tratamiento e Interaccion Genotipo*Tratamiento.

Variable p-valor p-valor p-valor
_ Media C.V. D.E. Min. Méax.

(unidad) Genotipo  Tratamiento Interaccion

LTP (cm) 14,95 4177 624 050 32,40  <0,0001 <0,0001 0,9830

PST (g) 69,27 57,2 39,62 3,31 247,80 <0,0001 <0,0001 0,1419
ITLTP 0,70 62,27 0,44 0,35 3,61 0,0008 0,0251 0,9897
ITPST 0,86 60,09 0,52 0,27 3,17 0,0054 0,0003 >0,9999

En color gris se indican los casos con diferencias significativas (p<0,05).

En la figura 1.23 se grafica el andlisis de componentes principales realizado considerando
los indices de tolerancia y la sobrevivencia. Un grupo de genotipos, indicados dentro de un
circulo rojo, se diferenci6 del resto al presentar menor sobrevivencia, mientras dos genotipos
(1-13 y 1-15, indicados con un circulo azul continuo) no presentaron plantas muertas a los
21 ddi en ningln tratamiento. Otro grupo, indicado con un circulo azul discontinuo, present6
una tolerancia significativamente superior al resto tanto para PST como para LTP, debido a

gue los IT se encuentran altamente correlacionados (0,77; p<0,0001).
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Figura 1.23: Andlisis de componentes principales a partir de las variables del ensayo 3. Se analizaron las
variables ITPST, ITLTP y Sobrevivencia utilizando a los genotipos como criterio de clasificacion. Circulo rojo:
genotipos de menor sobrevivencia. Circulo azul continuo: genotipos de mayor sobrevivencia. Circulo azul
discontinuo: alto ITPST e ITLTP. Unicamente se indican las identificaciones numéricas de los genotipos que se

seleccionaron posteriormente.

54



Capitulo 1

Se seleccionaron como “tolerantes” aquellos genotipos que presentaron mayores IT y los
gue no presentaron clones muertos en ninguno de los tratamientos al final del ensayo, y
como “susceptibles” los que presentaron mayor cantidad de plantas muertas (Tabla 1.12). El
genotipo 2-19 fue seleccionado pero finalmente no se utilizé en los ensayos posteriores

porgue no se obtuvo el nimero necesario de clones.

1.12: Genotipos seleccionados a partir del ensayo 3 para continuar con el estudio.
En color verde se indican los motivos relacionados con la tolerancia a la salinidad, y en
rojo con la susceptibilidad.

Genotipo Motivo de seleccion
1-8 Alta tolerancia
1-13 Alta sobrevivencia
1-15 Alta sobrevivencia
1-19 Alta tolerancia
2-6 Alta tolerancia
2-10 Alta tolerancia
2-19 Alta tolerancia
8-3 Alta tolerancia
10-19 Alta tolerancia
14-1 Alta tolerancia
2-13 Baja sobrevivencia
2-16 Baja sobrevivencia
2-17 Baja sobrevivencia
2-18 Baja sobrevivencia
2-20 Baja sobrevivencia
8-9 Baja sobrevivencia
10-11 Baja sobrevivencia
10-12 Baja sobrevivencia
14-2 Baja sobrevivencia
14-8 Baja sobrevivencia

2.2. Ensayo 4: Tolerancia a salinidad de 19 genotipos seleccionados en el ensayo 3

y 17 genotipos del cultivar Pampa INTA

Se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre genotipos y tratamientos para PST y
para ITPST a 28 ddi, e interaccién entre genotipo y tratamiento en el PST (Tabla 1.13). Los
genotipos también presentaron diferencias significativas en la sobrevivencia en 400 mM
NacCl.

55



Capitulo 1

Tabla 1.13: Comportamiento promedio de los genotipos de Lotus tenuis evaluados en el ensayo 4 para las variables
estudiadas. Media, coeficiente de variacion (C.V.), desvio estandar (D.E.), valores méximo y minimo y p-valor para

Genotipo, Tratamiento e Interaccién Genotipo*Tratamiento.

Variable (unidad) Media CV. DE. Min. Max. Pvaor _ p-alor p-valor
Genotipo Tratamiento Interaccion

PST (9) 72,82 57,88 42,14 540 244,90 <0,0001 <0,0001 <0,0001
ITPST 0,60 4360 0,26 0,15 1,54 0,0005 <0,0001 0,9838
Sobrevivencia (dias) 25,64 4,59 17,91 14,00 29,00 <0,0001 - -

En color gris se indican los casos con diferencias significativas (p<0,05).

Segun su ITPST, los genotipos se separaron en dos grupos (Figura 1.24). Los genotipos
pertenecientes al cultivar Pampa, se ubicaron mayoritariamente en el grupo menos

tolerante.
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Figura 1.24: indice de tolerancia del peso seco total de 36 genotipos en el ensayo 4. Se indica el origen de
los genotipos: FMH del programa de mejoramiento de INTA Pergamino o cultivar Pampa INTA. Las barras
indican medias y error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun la prueba DGC.

Por otra parte, ocho genotipos presentaron un promedio de dias de sobrevivencia en 400
mM inferior al resto (Figura 1.25). La mayoria de los genotipos de baja sobrevivencia,

también se encontraron en el grupo de bajo ITPST, con excepcion del genotipo 14-1, que

presentd baja sobrevivencia y alto indice de tolerancia.
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Figura 1.25: Sobrevivencia (dias) en 400 mM NaCl de 36 genotipos en el ensayo 4. Las barras indican
medias y error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun la prueba DGC. Se

asignaron distintos colores segun la cantidad de repeticiones vivas en 400 mM al final del ensayo.

Todos los clones de los genotipos 10-11, P3, P7, P9, P10, P11, P12, P13, P14, P15, P18y
P20 murieron en 400 mM antes del final del ensayo (Figura 1.25). Ademas, P13 no presento
clones vivos en 200 mM. EIl genotipo 1-13 no habia presentado plantas muertas en el

ensayo anterior Yy mantuvo este comportamiento.

Debido a las tendencias observadas, se realizo6 la prueba Mann-Whitney U de diferencia
entre dos medias agrupando a los genotipos segun su origen. Se encontraron diferencias
tanto para ITPST como para la Sobrevivencia en dias, siendo mayores las medias de los
genotipos provenientes de las FMH en ambos casos (Figura 1.26). También resultd
significativa (p=0,0001) la prueba de Chi-cuadrado considerando las frecuencias de plantas

vivas y muertas en cada grupo al final del ensayo.
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Figura 1.26: Peso seco total (A) y Sobrevivencia en 400 mM NaCl (B) de los genotipos evaluados en el
ensayo 4 agrupados segun su origen. Las barras indican medias y error estandar. (**) P<0,01; (***)
P<0,001.

A partir de estos resultados, se seleccionaron tres genotipos provenientes del cultivar
Pampa INTA y cinco provenientes de las FMH (Tabla 1.14). Para estos ultimos, se tuvo en
cuenta el comportamiento en el ensayo 3. Los genotipos 2-6 y 1-19 se seleccionaron por
presentar alta tolerancia en los dos ensayos y buena sobrevivencia en el Ultimo. Por el
contrario, el genotipo 14-8 presenté mala sobrevivencia en los dos ensayos y baja tolerancia
en el ensayo 4. El genotipo 10-11 no tuvo clones sobrevivientes en 400 mM NaCl y su
sobrevivencia en el ensayo anterior también fue mala. Sin embargo, su ITPST estuvo entre
los mas altos, por lo que se seleccion6 por esta particularidad. El genotipo 1-13 presentd
muy buena sobrevivencia en los dos ensayos, siendo el Unico que no presenté plantas
muertas en ningun caso. Los genotipos del cultivar Pampa INTA se habian agregado con el

objetivo de encontrar susceptibilidad, por lo que la seleccidn se realiz6 con ese criterio.
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Tabla 1.14: Resumen del comportamiento de los genotipos evaluados en el ensayo 4. Se especifica el origen, el

comportamiento que motivd su seleccién en el ensayo 3, el ITPST, el nimero de repeticiones vivas en los dos

tratamientos y la sobrevivencia en 400 mM NaCl y los genotipos seleccionados. En color verde se indican las

caracteristicas y valores relacionados con la tolerancia y en naranja los relacionados con la susceptibilidad.

Genotipo

Origen

Ensayo 3

Ensayo 4

Repeticiones

Sobrevivencia

Seleccionados

Comportamiento general | ITPST vivas (dias)
200 mM | 400 mM 400 mM
2-16 FMH Baja sobrevivencia 0,92 A 3 1 26,67 A
P8 Cv. Pampa sd 0,88 A 3 3 29,00 A
14-1 FMH Alta tolerancia 0,85 A 3 1 20,50 B
10-11 FMH Baja sobrevivencia 0,82 A 2 0 27,67 A X
14-2 FMH Baja sobrevivencia 0,77 A 2 2 24,00 A
2-20 FMH Baja sobrevivencia 0,73 A 3 2 27,00 A
P4 Cv. Pampa sd 0,73 A 3 1 28,00 A
2-6 FMH Alta tolerancia 0,72 A 2 2 28,67 A X
8-9 FMH Baja sobrevivencia 0,69 A 3 3 29,00 A
2-13 FMH Baja sobrevivencia 0,67 A 1 2 27,00 A
2-17 FMH Baja sobrevivencia 0,65 A 1 3 29,00 A
1-19 FMH Alta tolerancia 0,64 A 3 3 29,00 A X
P19 Cv. Pampa sd 0,63 A 3 1 26,33 A
2-10 FMH Alta tolerancia 0,62 A 2 2 28,00 A
P18 Cv. Pampa sd 0,62 A 3 0 25,67 A
P5 Cv. Pampa sd 0,62 A 3 1 26,67 A
2-18 FMH Baja sobrevivencia 0,61 A 3 1 26,33 A
1-15 FMH Alta sobrevivencia 0,60 A 3 1 23,67 A
10-19 FMH Alta tolerancia 0,59 A 3 3 29,00 A
P14 Cv. Pampa sd 0,59 A 3 0 27,33 A
1-13 FMH Alta sobrevivencia 0,57 A 3 3 29,00 A X
10-12 FMH Baja sobrevivencia 0,53 B 3 1 21,00 B
P20 Cv. Pampa sd 0,52 B 2 0 24,00 A
P3 Cv. Pampa sd 0,52 B 3 0 26,00 A
1-8 FMH Alta tolerancia 0,51B 3 2 21,50 B
P10 Cv. Pampa sd 0,50 B 3 0 20,00 B
P15 Cv. Pampa sd 0,50 B 3 0 24,33 A
P9 Cv. Pampa sd 0,48 B 3 0 23,00 A
8-3 FMH Alta tolerancia 0,47 B 3 1 24,67 A
P13 Cv. Pampa sd 0,47 B 0 0 20,00 B X
P2 Cv. Pampa sd 0,47 B 3 1 28,00 A
P6 Cv. Pampa sd 0,46 B 2 3 29,00 A
P11 Cv. Pampa sd 0,45 B 3 0 21,33 B
P12 Cv. Pampa sd 0,43 B 2 0 20,00 B X
P7 Cv. Pampa sd 0,41 B 3 0 27,00 A X
14-8 FMH Baja sobrevivencia 0,38 B 1 1 22,00 B X
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2.3. Ensayo 5: Tolerancia a salinidad de 8 genotipos seleccionados a partir del
ensayo 4

Si bien existieron diferencias significativas (p<0,05) entre genotipos y tratamientos para PST,
no se encontraron diferencias para ITPST (Tabla 1.15). Los genotipos presentaron
diferencias significativas en la sobrevivencia en 400 mM NacCl.

Tabla 1.15: Comportamiento promedio de los genotipos de Lotus tenuis para las variables estudiadas y sus indices
de tolerancia (IT) en el Ensayo 3. Media, coeficiente de variacion (C.V.), desvio estandar (D.E.), valores maximo y minimo
y p-valor para Genotipo, Tratamiento e interaccién Genotipo*Tratamiento.

p-valor p-valor p-valor

Variabl ni Media C.V. D.E. Min. Méx . . .,
ariable (unidad) Genotipo Tratamiento Interaccién

PST (9) 86,75 94,00 81,54 3,20 4054 <0,0001 <0,0001 0,2958

ITPST 0,32 67,24 0,22 0,02 0,83 0,3844 0,5892 0,6509
Sobrevivencia (dias) 1563 4529 7,08 7,00 28,00 <0,0001 - -

En color gris se indican los casos con diferencias significativas (p<0,05).

El genotipo 1-13 se destacO por su sobrevivencia, presentando la mayor media en dias

(Figura 1.27).
C c
c C
i i |
2-6 P13 P7 I

1-19 10-11
Genotipo

291
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l B
0 ‘
1-13 14-8 P12

Figura 1.27: Sobrevivencia en 400 mM NaCl de 8 genotipos en el ensayo 5. Las barras indican

= N
i »

Sobrevivencia (dias)

~
!

medias y error estdndar. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) segun la prueba
DGC.
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Ademés, mientras el resto de los genotipos no present6 plantas vivas en 400 mM al finalizar
el ensayo, solo una repeticién del genotipo 1-13 murié por causa de la salinidad. En 200 mM
el 100 % de los clones de dicho genotipo sobrevivio a la experiencia (Tabla 1.16). Los
genotipos que tuvieron peor comportamiento fueron P13 y 10-11, ya que en ambos casos
ninguna planta tratada con NaCl sobrevivio al ensayo y estuvieron entre los que presentaron

menor sobrevivencia en dias.

Tabla 1.16: Efecto del NaCl sobre la sobrevivencia de los genotipos en el ensayo 5. En 200 mM NaCl
Unicamente se registro el porcentaje de plantas vivas al final del ensayo, mientras que en 400 mM también
se registrd la sobrevivencia en dias. Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

Genotipo i 200 mM Na}CI -400 mM NaCl . . ’
% Plantas vivas % Plantas vivas  Sobrevivencia (dias)
1-13 100 80 27,8 A
14-8 100 0 20,6 B
P12 20 0 176 B
1-19 80 0 13,6 C
2-6 80 0 13,2C
P13 0 0 114C
P7 40 0 11,2C
10-11 0 0 9,6 C

Se realizé un andlisis de componentes principales a partir de las variables de los ensayos 4
y 5 (Figura 1.28), lo cual permiti6 observar que los tres genotipos pertenecientes al cultivar
Pampa INTA fueron mas susceptibles al estrés salino (menor ITPST y sobrevivencia) que los

gue provenientes de las FMH.
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Figura 1.28: Analisis de componentes principales de las variables de los ensayos 4 y 5. Se analizaron las
variables ITPST y Sobrevivencia en 400 mM NaCl de los ensayos 4 y 5 utilizando a los genotipos presentes en

ambas evaluaciones como criterio de clasificacion.

El genotipo 1-13 presentd una alta sobrevivencia en los tres ensayos en los que fue incluido
y un ITPST aceptable, por lo que se seleccion6 como genotipo tolerante para el posterior
ensayo de expresion génica. El genotipo P13 presentd baja sobrevivencia y bajo ITPST por

lo que se selecciondé como genotipo susceptible.
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DISCUSION
1. Tolerancia a la salinidad de germoplasma de L. tenuis

L. tenuis es considerada una especie tolerante a la salinidad en comparacién con otras
especies glicéfitas relacionadas (Ayers, 1948; Sanchez, Pieckenstain, Escaray, et al., 2011;
Sanchez, Pieckenstain, Szymanski, et al., 2011; Teakle, 2008; Uchiya et al., 2016; Vignolio &
Fernandez, 2006), y se ha hallado variabilidad en la tolerancia a la salinidad en
germoplasma de la especie (Ixtaina & Mujica, 2004; Pesqueira, 2008; Schachtman &
Kelman, 1991; Teakle et al., 2010). En base a esto, en el presente trabajo se realizaron
evaluaciones de comportamiento frente a la salinidad de distintos tipos de materiales de L.
tenuis con el objetivo de detectar y seleccionar germoplasma tolerante y susceptible al
estrés salino en fase vegetativa juvenil para poder compararlo posteriormente en ensayos

de expresion génica.

En primer lugar, se evalué en dos ensayos el comportamiento de familias de medios
hermanos (FMH), pertenecientes al Programa de Mejoramiento genético de la especie de la
Ul UNNOBA-INTA, ante tres concentraciones salinas (0, 150 y 300 mM de NacCl). Debido a
gue en los ensayos realizados con FMH todas las plantas sobrevivieron a la experiencia, el
criterio elegido para evaluar la tolerancia al estrés fue la capacidad de produccién de materia
seca, considerada de suma importancia en la selecciébn de germoplasma tolerante en

especies forrajeras (Ixtaina & Mujica, 2004; Pesqueira, 2008).

En los dos ensayos existio una reduccion del crecimiento de las FMH a medida que se
incrementd la concentracion salina (Figuras 1.4 y 1.5). Estos resultados son coincidentes
con los obtenidos por otros autores, que indicaron que a pesar de que L. tenuis se considera
una especie tolerante a la salinidad, esta afecta el crecimiento de las plantas (Ayers, 1948;
Ixtaina & Mujica, 2004; Rogers et al., 1997; Schachtman & Kelman, 1991). Por otro lado,
esta reduccién en el crecimiento dependié del tiempo de exposicion de las plantas a la
salinidad (Tablas 1.2 y 1.3). Estudios realizados en Phaseolus vulgaris, Zea mays, Hordeum
vulgare y Beta vulgaris han demostrado que la disminucion del crecimiento en situacion de
estrés salino esta asociada a la reduccién de la divisién o de la expansion celular (Hawker &
Walker, 1978; Papp, Ball, & Terry, 1983; Termaat & Munns, 1986). En correspondencia con
estos resultados, la manifestacion de un mayor efecto de la salinidad en la segunda fecha
de evaluacién pudo deberse a que, al estar expuestas durante mas tiempo al estrés, las
plantas presentaron mayor dafio en las celulas y menor divisién y expansion de las mismas.
Sin embargo, también pudo deberse a que hasta la primera fecha de evaluacién, los

genotipos presentaron una alta tasa de crecimiento, lo cual puede reducir la tasa de
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acumulacion de iones toxicos en las plantas haciendo que el crecimiento supere a la

manifestacion del dafio producido por el NaCl (Munns, 2002).

La produccién de biomasa en condiciones salinas respecto a condiciones control resulta uno
de los parametros que caracteriza la tolerancia y permite discriminar germoplasma tolerante
del susceptible (Shabala, 2017a). En el presente trabajo, la tolerancia se estimo
principalmente a partir del indice de tolerancia del peso seco total (ITPST). Los valores
medios de ITPST fueron de 0,725 en el ensayo 1 (Tabla 1.4) y de 0,742 en el ensayo 2
(Tabla 1.9), lo cual indica una baja reduccion en la produccion de materia seca y una
marcada tolerancia al comparar con trabajos realizados por otros autores con la especie
utilizando igual o menor concentraciéon de NaCl (Paz et al., 2012; Sanchez, Pieckenstain,
Escaray, et al., 2011; Sanchez, Pieckenstain, Szymanski, et al., 2011; Teakle, Snell, et al.,
2010; Uchiya et al., 2016). Esto puede deberse a que el germoplasma utilizado en los
ensayos proviene de poblaciones colectadas en ambientes marginales de la provincia de
Buenos Aires que presentan condiciones salinas, y puede existir una adaptacién previa a la
presencia de sales. Es decir, es posible que a través de las generaciones se hayan
seleccionado de forma natural genotipos con capacidad para sobrevivir a condiciones
estresantes, generando tolerancia genética en las poblaciones y en las FMH derivadas de
las mismas (Orcutt & Nilsen, 2000; Taiz & Zeiger, 2002).

Numerosas evidencias demuestran la existencia de variabilidad fenotipica en germoplasma
de Lotus tenuis (Andrés & Rosso, 2007; Ixtaina & Mujica, 2010b, 2010a; Kade et al., 2003;
Mendoza et al., 2000; Stoffella et al., 1998) y de variabilidad en la tolerancia a la salinidad en
esta especie (Ixtaina & Mujica, 2004; Pesqueira, 2008; Schachtman & Kelman, 1991;
Teakle, Snell, et al., 2010). En el presente trabajo, existié variabilidad entre FMH para los
pardmetros de crecimiento evaluados (Tablas 1.4 y 1.9). Sin embargo, al considerar los
indices de tolerancia no se obtuvieron resultados consistentes. En el ensayo 1, existieron
diferencias entre FMH para los indices de tolerancia estimados e interaccion entre FMH y
fecha de evaluacién (Tablas 1.4 y 1.6). Sin embargo, en el ensayo 2, no existieron
diferencias significativas entre las FMH para los indices de tolerancia de las variables
relacionadas con la produccién de biomasa (Tabla 1.9) y las diferencias detectadas para los
indices de las otras variables no fueron consistentes con los resultados del ensayo 1 (Figura
1.22). Las plantas presentaron un menor crecimiento en el segundo ensayo, pero la
reduccion del mismo por efecto del NaCl fue menor, sobre todo en la primera fecha de
evaluacion (Tablas 1.2 y 1.3). Esto pudo deberse, en parte, a la variacion ambiental, ya que
si bien los ensayos se realizaron en el mismo invernaculo, las épocas del afio no
coincidieron, lo cual produjo un efecto en la temperatura media, la amplitud térmica, las

horas de luz y, probablemente, la humedad del ambiente. Estas condiciones tienen efecto
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sobre la tolerancia a la salinidad al afectar, por ejemplo, la tasa de transpiracion y el
potencial hidrico de las hojas (Flowers, 2004; Munns & Tester, 2008).

Por otra parte, en estudios anteriores con estas mismas FMH se habia determinado una alta
variabilidad dentro de las mismas manifestada por altos coeficientes de variacion
intrafamiliares al evaluar, a campo y sin restricciones, variables relacionadas con la
produccion de biomasa (Franco, 2014), y también al evaluar la variabilidad molecular
utilizando marcadores microsatélites (Affinito, 2014). Se determin6 que el 97,48 % de la
variancia genética molecular se encontraba dentro de las FMH y el 2,52 % entre las mismas.
Esta mayor variabilidad intrafamiliar se debe a la alogamia y autoincompatibilidad de la
especie (Lundqvist, 1993) y esta de acuerdo con lo encontrado en otras especies del género
Lotus (Alem et al., 2011; Savo Sardaro, Atallah, Tavakol, Russi, & Porceddu, 2008). La
variabilidad existente entre genotipos de una misma FMH pudo generar un comportamiento

inconsistente en la tolerancia a la salinidad entre las distintas evaluaciones.

Debido a la necesidad de encontrar genotipos que mantuvieran su comportamiento, se
dejaron de lado las evaluaciones con FMH y se pas6 a trabajar en camara de crecimiento en
condiciones controladas y a nivel de genotipo, realizando propagacion vegetativa, para tener
exactamente el mismo material evaluado bajo distintas concentraciones salinas. Ademas, se
adiciond la concentracion final del NaCl (0, 200 y 400 mM) desde el comienzo del ensayo,
para evitar la aclimatacion de las plantas al estrés, es decir, que incrementen su tolerancia
debido a la exposicion al mismo (Taiz & Zeiger, 2002). Debido al incremento en la
concentracion y a la forma en la que fue impuesto el estrés, algunas plantas no
sobrevivieron. Por esto, ademas de ITPST, se evalud la sobrevivencia tanto en el tiempo

como en cantidad de clones vivos por genotipo al finalizar los ensayos.

Se trabaj6é con individuos pertenecientes a algunas FMH vy, si bien en el cribado inicial
realizado en el ensayo 3 se encontr6 variabilidad para la tolerancia a la salinidad, se
afiadieron genotipos pertenecientes al cultivar Pampa INTA considerando que alguno de
ellos podia ser mas sensible al estrés salino que aquellos estudiados previamente. Este
cultivar fue obtenido sobre suelos de tipo natracuol de la Provincia de Buenos Aires con el
objetivo de que presentara tolerancia a situaciones de estrés salino alcalino. Sin embargo
Pesqueira (2008) determind que presenta alta heterogeneidad morfofisiologica entre
genotipos vy, luego de someterlo a un tratamiento con 150 mM NaCl durante 15 dias,
presentd mayor reduccion respecto al control en el peso fresco y peso seco que los
cultivares comerciales Esmeralda y Chaja. En el presente trabajo, los genotipos del cultivar
Pampa INTA presentaron en promedio menor ITPST y menor sobrevivencia que los
provenientes de FMH (Figura 1.26) y uno de ellos fue elegido como genotipo susceptible

para un posterior estudio de expresion génica.
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La seleccion final de los genotipos contrastantes estuvo basada principalmente en la
sobrevivencia. La variabilidad en la misma coincidié con la encontrada por Pesqueira (2008)
al evaluar genotipos del cultivar Pampa INTA en 300 mM NaCl y con la encontrada por Paz
et al. (2005) al analizar 105 genotipos provenientes de una poblacion colectada en la
Depresion del Salado en 300 mM NacCl.

A pesar de las dificultades encontradas para hallar materiales contrastantes en su
comportamiento frente a salinidad en L. tenuis, finalmente se seleccion6 un genotipo
proveniente de una FMH del programa de mejoramiento genético como tolerante, y un

genotipo proveniente del cultivar Pampa INTA como susceptible.

2. Correlacion entre los contenidos de Na*, K*y CI' y la tolerancia a la salinidad en
FMH

El estrés salino afecta a las plantas en dos fases: en la primera domina el efecto osmético, y
en la segunda, que es en la cual pueden diferenciarse especies y genotipos por su
tolerancia, el efecto especifico (Munns, 1993, 2002; Munns & Tester, 2008). Esta segunda
fase ocurre debido a la absorcion excesiva de iones sodio (Na*)y cloruro (CI), lo que genera
dafios a nivel celular. A su vez el exceso de estos iones afecta la absorcion y el transporte
de otros nutrientes, como el K* y el Ca?, influyendo sobre la disponibilidad de los mismos
(Hasegawa et al., 2000; Munns, 2002; Parida & Das, 2005). Debido a su gran similitud
quimica, el Na® desplaza al K* en sus funciones y disminuye la relacion K*/Na* del
citoplasma afectando negativamente a los procesos metabdlicos que dependen del K*. En
coincidencia con esto, en este estudio, existieron diferencias entre el control (0 mM NacCl) y
los tratamientos salinos en los contenidos de iones en todos los tejidos evaluados, con un
incremento en los contenidos de Na* y de CI' y una disminucion en el de K* (Figura 1.18).
Esto fue reportado con anterioridad para la especie (Escaray et al., 2019; Pesqueira, 2008;
Sanchez et al., 2005; Sanchez, Pieckenstain, Escaray, et al., 2011; Sanchez, Pieckenstain,
Szymanski, et al., 2011; Teakle, Amtmann, et al., 2010; Teakle et al., 2007, 2006). Sanchez
et al. (2005) observaron un aumento del contenido de Na* y disminucion del de K* respecto
al control tanto en plantulas de L. tenuis expuestas a 25, 50 y 75 mM de NaCl, como en
plantas de un mes expuestas a 200 mM de NaCl durante 15 dias. Pesqueira (2008) reportd
un incremento en el contenido de Na* en parte aérea y raiz y disminucién de K* en parte
aérea en genotipos de un cultivar de L. tenuis tratados con 150 mM de NaCl durante 26
dias, y un efecto similar en cultivares expuestos a 150 mM durante 15 dias, que ademas
manifestaron un incremento de CI" en parte aérea y raiz. Por otra parte, en un ensayo con
poblaciones naturalizadas de la especie expuestas a 150 mM durante 35 dias, encontrd un

aumento del contenido de Na* y de CI" y una disminucién de K* en hojas. Recientemente,
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Escaray et al. (2019) estudiaron las concentraciones de Na*, CI' y K* en hoja, tallo y raiz de
plantulas de L. tenuis en una concentracion final de 150 mM NaCl durante 21 dias con
resultados similares a los de este trabajo. Lo mismo fue hallado por otros estudios utilizando
la misma concentracion salina durante periodos similares (Sanchez, Pieckenstain, Escaray,

et al., 2011; Sanchez, Pieckenstain, Szymanski, et al., 2011).

A pesar de lo expuesto anteriormente, en este trabajo no siempre existieron diferencias
significativas entre los tratamientos de 150 y 300 mM NaCl. En hoja, existieron diferencias
para el contenido de Na* y de CI', y en tallo para el de CI'y el de Na" a 16 ddi (Figura 1.18).
Esto coincide con lo hallado por Teakle et al. (2006) al evaluar el contenido de iones en parte
aérea (sin diferenciar hoja de tallo) en un cultivar de la especie expuesto a las mismas
concentraciones. En el caso del K*, en tallo existi6 menor contenido en las dos fechas, y en
hoja a 16 ddi, lo cual difiere de lo hallado por con Teakle et al. (2006), quienes no detectaron
diferencias en su contenido en parte aérea entre los tratamientos de 150 y 300 mM, a pesar
de la disminucion en el contenido de este cation respecto al control. Para las especies
glicéfitas es comln que el contenido de K* disminuya a medida que se incrementa la

concentracion de NacCl.

En raiz, existié6 una disminucién significativa del contenido de K" en el tratamiento de 300
mM de NaCl respecto del de 150 mM. No existen otros trabajos en la especie que comparen
contenido de iones en raiz bajo estas concentraciones. En las especies forrajeras Melilotus
siculus, Trifolium michelanium y Medicago polimorfa se evalué el contenido de Na*, K"y CI
luego de 22 dias de exponer a las plantulas a concentraciones entre 0 y 450 mM NacCl
(Teakle, Bowman, Barrett-Lennard, Real, & Colmer, 2012). M. siculus, considerada tolerante
a la salinidad, increment6 el contenido de CI'y mantuvo el contenido de Na* y K* en raiz en

el tratamiento de 300 mM NaCl respecto al de 150 mM.

Por otra parte, en este estudio se evalué el contenido de iones en tres momentos del
ensayo: al inicio del mismo, a los 16 dias de iniciados los tratamientos y a los 29 dias. El
incremento observado en el contenido de Na" y CI" en hoja con el paso del tiempo (Figura
1.18) puede estar relacionado con el hecho de que las especies glicofitas no regulan la
concentracion de sal en sus hojas como lo hacen las haldfitas, y el Na* y CI" se acumulan
(Flowers & Yeo, 1986; Munns & Termaat, 1986). Si bien en raiz se observo un incremento en
el contenido de estos iones a los 16 ddi respecto al inicio del ensayo, no hubo diferencias
significativas entre 16 y 29 ddi. Esto pudo deberse a que las raices tienen mayor habilidad
para controlar el contenido de Na* y CI', evitando su acumulacién con el tiempo, para incluso
presentar concentraciones menores a las de la solucion salina circundante (Munns, 2005).
Asi mismo, los contenidos de Na* y CI en raiz suelen ser menores que en la parte aérea de

la planta, tal como ocurrié en este estudio con FMH de L. tenuis.
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En el caso del K*, se observé un menor contenido en hoja y tallo en la tercera fecha de
medicion respecto de la segunda. Esta disminucidén no ocurrié en raiz, debido a la habilidad
para controlar el contenido de Na* que ya fue mencionada. Cuando existe exceso de Na’,
este desplaza al K* en sus funciones debido a que presentan una estructura fisicoquimica
similar, y también afecta su ingreso a la planta (Ghars et al., 2008; Maathuis & Amtmann,
1999).

En el presente trabajo se evalud la existencia de correlaciéon entre la tolerancia a salinidad,
estimada a partir de ITPSA e ITPST, y los contenidos de iones en los distintos tejidos (Tabla
1.8). Al comparar materiales de una misma especie suele encontrarse una correlacion
negativa entre la tolerancia a salinidad y la acumulacion de Na* en hojas (Munns & Termaat,
1986; Munns & Tester, 2008). Sin embargo, Pesqueira (2008) habia hallado una correlacion
positiva entre la tolerancia, estimada como el porcentaje del peso seco aéreo de
poblaciones de L. tenuis bajo un tratamiento de 150 mM NaCl respecto al control, y el
contenido de Na' en hoja. El resultado fue relacionado con la existencia de una eficiente
acumulacion del mismo en la vacuola. Sin embargo, en coincidencia con este trabajo, en un
estudio con 40 materiales de L. tenuis provenientes de distintas partes del mundo sometidos
a un tratamiento de 300 mM NacCl, no se encontré esta correlacion (Teakle, Snell, et al.,
2010). En el presente trabajo existi6 una alta correlacion entre los contenidos de Na* y CI
(Tabla 1.8) que ya habia sido reportada anteriormente (Teakle, Snell, et al., 2010) y una
correlacion significativa y negativa entre la tolerancia a salinidad y el contenido de CI" en
hoja, lo cual podria indicar una mejor exclusion de este ion en plantas tolerantes. En este
sentido, se probd que la exclusion de CI bajo estrés salino y la de Na* y CI en una
combinacion de salinidad y anegamiento son mas eficientes en L. tenuis que en L.
corniculatus (Teakle et al., 2007), y Teakle et al. (2006) asociaron el mantenimiento de un
bajo contenido de Na’y CI en parte aérea con la tolerancia a la salinidad. Sin embargo otros
estudios en L. tenuis no encontraron correlacién entre el contenido de Cl' y la tolerancia a
salinidad (Pesqueira, 2008; Teakle, Snell, et al., 2010).

En el caso del K* las correlaciones con la tolerancia resultaron significativas no solo para el
contenido en hoja sino también en tallo. Es importante considerar que la salinidad afecta la
absorcion de K* debido a que la presencia de Na® en el suelo afecta la disponibilidad de K* a
partir de la competencia por los transportadores catiénicos (Tester & Davenport, 2003).
Ademas, se genera la despolarizacibn de la membrana plasmatica lo cual afecta la
absorcion pasiva de K* (Shabala & Cuin, 2007). Debido a la importancia que presenta el K*
en las células, aguellas plantas que logran mantener su contenido lo mas alto posible
pueden presentar mejor comportamiento frente a la salinidad (Shabala & Pottosin, 2014), y

se ha reportado una alta correlacion entre el contenido de K* en parte aérea y la tolerancia
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de las plantas en numerosas especies (Shabala, 2017b; Shabala & Pottosin, 2014). Sin
embargo, esta asociacion no se habia informado previamente en L. tenuis (Pesqueira, 2008;
Teakle, Snell, et al., 2010).

En referencia al efecto que tiene el Na* en la homeostasis de K, la relacién K'/Na* es
considerada determinante para la tolerancia a la salinidad, e incluso mas importante que
mantener una baja concentracion de Na* (Tester & Davenport, 2003). En el presente estudio
existié correlacion significativa y positiva entre dicha relacién en hoja y la tolerancia a
salinidad. Si bien Pesqueira (2008) habia encontrado una correlacién positiva entre la
relaciéon K*/Na* en hojas apicales y la tolerancia a salinidad al evaluar distintas especies del
género Lotus, no obtuvo los mismos resultados al evaluar poblaciones de L. tenuis. Asi
mismo, Teakle, Snell, et al. (2010) no encontraron la mencionada correlacion al evaluar 40
materiales de la especie. Es importante destacar que en todos estos casos, incluyendo el
presente trabajo, la relacion K*/Na* estudiada no fue la citosdlica sino la del tejido, y es en el
citosol donde efectivamente la homeostasis de K" tiene un papel crucial en la tolerancia al
estrés salino (Shabala & Cuin, 2007).

Todas las FMH de L. tenuis evaluadas presentaron un incremento en el contenido de CI' y
una disminucién en el contenido de K* en hojas, tallos y raices tratadas con NaCl respecto al
control. Sin embargo, a pesar de las correlaciones encontradas, las diferencias entre las
FMH para el contenido de iones y la relacion K*/Na® no permitieron realizar una clasificacion
de las mismas segun su tolerancia que coincidiera con la clasificacion que se les habia dado
segun la reduccion de su crecimiento en el ensayo 1. La FMH 2248, que habia evidenciado
menor tolerancia a la salinidad, presentd, en promedio, alto contenido de Na*y de Cl'y
menor contenido de de K* y relacion K*/Na* (Figura 1.19). Esto podria indicar una mayor
toxicidad iénica por la incapacidad de esta FMH para excluir iones de los tejidos o tolerarlos,
lo que pudo explicar la reduccidon en su crecimiento respecto al control. Esto coincidiria con
Teakle et al. (2006), quienes asociaron un mayor efecto del estrés salino en L. tenuis con
una mayor acumulacién de Na* y CI" en la parte aérea. Sin embargo, Pesqueira (2008) habia
encontrado que los genotipos y poblaciones mas tolerantes eran también los que mas Na*
acumulaban en hoja. Esto puede explicarse por la existencia de “tolerancia tisular”, es decir,
cuando a pesar de que existen altos contenidos de iones, estos no resultan téxicos debido a
mecanismos como la compartimentalizacién; o bien de “tolerancia osmotica”, es decir, que
los iones tengan algun papel en la osmorregulacién (Munns & Tester, 2008; Roy, Negrao, &
Tester, 2014). Resultados anteriores en L. tenuis indicaron la existencia de distintos
mecanismos de tolerancia, con materiales que excluyeron Na* y CI" de hojas y tallos, y otros

gue toleraron altas concentraciones en los tejidos (Teakle, Snell, et al., 2010).

Los resultados de este trabajo y de otros estudios en la especie previamente mencionados,
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indican que no siempre puede relacionarse la variabilidad en la tolerancia a la salinidad con
la capacidad del germoplasma para excluir o acumular Na* o CI" en los tejidos, sino que
puede haber otros mecanismos involucrados, o incluso una combinacion de los mismos, y
esto puede depender de cada genotipo en particular. El estudio del contenido de iones en
los tejidos resultd6 complementario, pero los mejores parametros para seleccionar
germoplasma de L. tenuis por su tolerancia a estrés salino fueron la disminucion en la

produccion de materia seca respecto al control, y la sobrevivencia en condiciones salinas.
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CONCLUSIONES

>

La salinidad produjo una reduccion significativa en el crecimiento inicial respecto de la
condicion control en todas las FMH de Lotus tenuis evaluadas, sin afectar la

sobrevivencia de las mismas.

La reduccioén del crecimiento fue mayor con el incremento de la concentraciéon salina y

con el transcurso del tiempo.

La variabilidad en la tolerancia a la salinidad entre las FMH estudiadas es estrecha y, en

términos generales, todas se comportan como tolerantes.

Existe variabilidad en la tolerancia a salinidad cuando se realizan evaluaciones a nivel

de genotipo.

Existe comportamiento diferencial en la tolerancia a salinidad entre genotipos selectos

de FMH y genotipos del cultivar Pampa INTA.

La determinacion de los contenidos de Na*, K' y CI" en hoja raiz y tallo permitié la
caracterizacion complementaria de las FMH evaluadas bajo condiciones salinas, pero
estos no indican por si mismos la existencia de un mecanismo en particular para mitigar

el estrés salino.
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CAPITULO 2: EXPRESION DE GENES RELACIONADOS CON EL TRANSPORTE DE
SODIO EN DOS GENOTIPOS DE LOTUS TENUIS CON COMPORTAMIENTO
CONTRASTANTE FRENTE A LA SALINIDAD
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INTRODUCCION

El estrés salino genera inhibicién en el crecimiento de las plantas, lo cual ocurre en dos
fases (Munns, 1993). En la primera domina el efecto osmotico, que causa una disminucion
en la capacidad de la planta para absorber agua, debido al bajo potencial hidrico de las
soluciones con altas concentraciones de sales. En la segunda fase, la inhibicion del
crecimiento es atribuida al efecto especifico, es decir, a la toxicidad i6nica que afecta el
metabolismo y la nutricién de la planta (Munns & Tester, 2008; Shabala & Munns, 2017). Las
diferencias en la tolerancia entre especies y genotipos se evidencian en la segunda fase
(Munns & Tester, 2008). Los mecanismos de tolerancia a la salinidad pueden clasificarse en
tres categorias: tolerancia osmética, regulada por sefiales a larga distancia; exclusion de
iones, con el fin de evitar su acumulacion téxica en las hojas; y tolerancia tisular, que implica

la compartimentalizacién de iones a nivel celular e intracelular (Roy et al., 2014).

Lotus tenuis es una leguminosa forrajera considerada tolerante a la salinidad (Ayers, 1948;
Grattan et al., 2004; Rogers et al.,, 1997; Sanchez, Pieckenstain, Escaray, et al., 2011;
Sanchez, Pieckenstain, Szymanski, et al., 2011; Schachtman & Kelman, 1991; Teakle et al.,
2007; Uchiya et al., 2016; Vignolio & Fernandez, 2006). Los mecanismos involucrados en la
respuesta de esta especie al estrés salino no estan totalmente aclarados. Se hallaron
indicios de la presencia de ajuste osmético tanto en la existencia de correlacién positiva
entre el contenido de Na* en parte aérea y el crecimiento en condiciones salinas (Pesqueira,
2008), como en la acumulacién de prolina en la parte aérea al exponer a la especie a altas
concentraciones de NaCl (Paz et al., 2012; Pesqueira, 2008). Entre los demas mecanismos
existentes, se propuso como importante la exclusiéon de iones Na® y/o CI en condiciones
salinas (Pesqueira, 2008; Teakle et al., 2007, 2006) y en condiciones combinadas de
anegamiento y salinidad (Teakle et al., 2007, 2006). También se encontré un alto contenido
de Na" y CI en tallos, lo cual reduciria su llegada a las hojas (Escaray et al., 2019), y de Na*
en raices, lo que indicaria selectividad a nivel de las células corticales y/o la
compartimentalizaciéon en vacuolas (Pesqueira, 2008; Teakle, Amtmann, et al.,, 2010). La
mitigaciéon del estrés oxidativo también puede ser de importancia y, al respecto, se encontré
una mayor acumulacion de glutation reducido en materiales de L. tenuis que mostraron

menor dafio en condiciones salinas (Franco, 2014).

Las adaptaciones de las plantas al estrés salino parten de procesos multiples y complejos
gue se han estudiado en numerosas especies. Sin embargo, es dificil distinguir los genes
criticos, que determinan la tolerancia o susceptibilidad de una planta en particular, de

aquellos que se activan aguas abajo de la perturbacién (Munns, 2010). Los genes que se
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han identificado como importantes en la tolerancia a salinidad se pueden resumir en tres
categorias: transportadores i6nicos, osmolitos (solutos compatibles) y factores de
transcripcion (Munns, 2010). La exclusion y la compartimentalizacién de iones implican la
actividad de transportadores de membrana, cuyos genes se consideran candidatos para la
mejora de la tolerancia a la salinidad en los cultivos (Deinlein et al., 2014; Munns, 2005,
2010; Roy et al., 2014).

La compartimentalizacion de Na* en vacuolas ayuda a mantener su contenido en el citosol
en niveles que no sean téxicos y depende de la actividad del antiporter Na‘/H® del
tonoplasto, NHX1 (Na/H eXchange), que utiliza los gradientes de H" generados por las H'-
ATPasas y pirofosfatasas vacuolares (Blumwald, 2000; Blumwald & Gelli, 1997). El gen que
codifica para este antiporter es considerado de suma importancia en la tolerancia a la
salinidad. El incremento en su expresion en condiciones salinas se demostré en numerosas
especies de importancia econdmica, como maiz, alfalfa y cebada (Adem, Roy, Zhou,
Bowman, & Shabala, 2014; Sandhu, Cornacchione, Ferreira, & Suarez, 2017; Zorb et al.,
2005). Por otra parte, se conoce que su expresion constitutiva mejora la tolerancia a la
salinidad de Arabidopsis thaliana (Apse et al., 1999) y de numerosas especies glicéfitas de
interés agropecuario, como tomate (H. X. Zhang & Blumwald, 2001), arroz (H. Chen et al.,
2007), tabaco (Gouiaa et al., 2012), colza (H. X. Zhang et al., 2001), trigo (Xue et al., 2004),
entre otras (P. Agarwal et al., 2014). En algunas especies también se estudié la regulacién
del gen NHX1, lo cual es fundamental para conocer efectivamente su funcién. En
arabidopsis, se observo expresion del gen reportero GUS (B-glucuronidasa) bajo el control
del promotor de AtNHX1 en todos los tejidos excepto en la punta de la raiz. Ademas, su
actividad se increment6 al aplicar acido abscisico (ABA), NaCl y KCI (Shi & Zhu, 2002). En
Beta vulgaris, la actividad del promotor no aumentd con el ABA pero si con estrés osmotico y
KCI. También crecié con la salinidad, siendo mayor al aplicar un estrés salino moderado
durante dos semanas, que bajo un estrés severo de corto plazo (Adler, Blumwald, & Bar-Zvi,
2010). En arroz la actividad del promotor de NHX1 se incrementd con el NaCl y el ABA en
raices, pero no en parte aérea (Fukuda, Nakamura, Hara, Toki, & Tanaka, 2011). Especies
haléfitas también mostraron un aumento de la actividad con la salinidad (Kizhakkedath,
Jegadeeson, Venkataraman, & Parida, 2015; Tiwari, Patel, Chaturvedi, Mishra, & Jha, 2019).
Estos hallazgos condicen con la presencia de elementos reguladores en cis relacionados
con la respuesta a estrés como ABRE, DRE, MYB, MYC o elementos ACGT relacionados

con la respuesta a ABA (P. K. Agarwal, Dave, & Agarwal, 2018).

En Lotus tenuis se cloné un gen del tipo NHX (LtNHX1, Genbank: EU727217.1) que en base

a caracteristicas funcionales y moleculares se trataria de un auténtico antiporter vacuolar del
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grupo 1, en correspondencia con los dos grupos de transportadores NHX intracelulares
identificados en A. thaliana (Teakle, Amtmann, et al., 2010). Ademas, se estudid su
expresion en raices en condiciones salinas y en un tratamiento combinado de salinidad y
anegamiento, confirmando un incremento de los transcriptos de entre dos y tres veces

respecto al control.

El gen de la pirofosfatasa vacuolar (VP1) también se considera candidato en el estudio de la
tolerancia a la salinidad debido a la implicancia de esta bomba de protones en la actividad
de NHX1 (Munns, 2005). Como se indicO previamente, conjuntamente con la ATPasa
vacuolar genera el gradiente de H* necesario para la compartimentalizacion de sodio en
vacuolas (Apse et al., 1999; Gaxiola et al., 1999), por lo que su expresion se induciria en
presencia de NaCl (Fukuda, Chiba, et al., 2004; Silva & Gerés, 2009; Toranj, Aliabad,
Abbaspour, & Saeedpour, 2019). Su sobreexpresion ha mejorado el comportamiento de
distintas especies frente a la salinidad, por ejemplo arabidopsis (Gaxiola et al., 2001), tabaco

(Graus et al., 2018) y algod6n (Pasapula et al., 2011).

Para obtener una descripcibn mas completa de la tolerancia a la salinidad en L. tenuis se
considerd necesario estudiar la expresion de otros genes candidatos relacionados con los
mecanismos de mitigacion del estrés salino que ya han sido descriptos. Por ejemplo, los
transportadores que participan en la exculsion de iones. Al respecto, se conoce el
transportador Na*/H" SOS1 (Salt Overly Sensitive 1), que facilita la exclusién de sodio del
citoplasma. También se trata de un antiporter del tipo NHX, pero se ubica en la membrana
plasmatica. Controla la absorcién de sodio en las raices y su transporte a la parte aérea y
mantiene la homeostasis (Olias et al., 2009). El gen que lo codifica fue clonado de A.
thaliana y se prob6 que su sobreexpresion incrementa la tolerancia a la salinidad (Shi et al.,
2000, 2003; Shi & Zhu, 2002). Asi como SOS1 participa en la “carga” de sodio en el xilema,
los transportadores HKT (High-affinity Potassium Transporters) participan en la “descarga”,
restringiendo su llegada a las hojas. De esta forma, la actividad concertada de estos
transportadores determina la cantidad de sodio que se exporta de raices a hojas (El Mahi et
al., 2019). El transportador HKT1 de trigo fue el primer transportador de K* identificado en
plantas y fue caracterizado originariamente como simporter K*/H* mediador de la absorcion
de alta afinidad de K" en raices (Schachtman & Schroeder, 1994). Mas tarde se encontrd
que cotransporta Na* y K* (Rubio, Gassmann, & Schroeder, 1995). A altas concentraciones
de Na’, su transporte mediante HKT1 puede ser mas importante que el de K™ (Rus et al.,
2004).

Ademas de la toxicidad del sodio, es importante considerar que los excesos de cloruros
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generan efectos adversos en las plantas. Los mecanismos de transporte de CI" han sido
menos estudiados que los de Na' debido a que genera toxicidad a mayores
concentraciones, aunque para algunas especies resulta mas toxico que el Na* (Munns &
Tester, 2008; Teakle & Tyerman, 2010). La carga de CI al xilema ocurre probablemente en
forma pasiva, mediada por canales anionicos, por lo que su control implicaria una reduccioén
de esa carga pasiva, y también su exclusibn activa (Munns & Tester, 2008). EIl
cotransportador CCC (cation-chloride cotransporter) se ha propuesto como candidato en la
regulacion de la concentracion de iones en el xilema de las raices (Colmenero-Flores et al.,
2007; Shabala, 2013). Se trata de un transportador activo que media el transporte de
cationes K* y/o Na* acoplados a ClI en relacion 1:1, por lo que también es candidato para la
carga de Na' en el xilema (Shabala, 2013). Sin embargo, existen discrepancias en cuanto a
su ubicacion y funcion (Henderson, Wege, & Gilliham, 2018). El primer gen CCC encontrado
en plantas fue el gen AXI4 de tabaco (Harling, Czaja, Schell, & Waiden, 1997). Mas
recientemente, este gen fue identificado en las células parenquimaticas del xilema de A.
thaliana y su silenciamiento generé una mayor acumulacién de Na® y CI en parte aérea
cuando las plantas se trataron con altas concentraciones de estos iones (Colmenero-Flores
et al., 2007). En otro estudio se encontrdé que la ubicacion de CCC en Arabidopsis y Vitis
vinifera es el aparato de Golgi y la red del trans-Golgi, lo cual implica su participacion en el
transporte de iones a larga distancia, aunque no se relacioné su expresion con incrementos
en las concentraciones de NaCl (Henderson et al., 2015). En L. tenuis, este gen fue clonado
por Teakle (2008) (LtCCC, Genbank: EU727216.1) y se observo una expresion dos veces

mayor en raices en condiciones salinas respecto al control.

El estudio de la expresion de genes considerados de importancia en la tolerancia en
genotipos de L. tenuis con comportamiento contrastante frente a la salinidad permite
profundizar en la participacion de los mismos en la mitigacibn del estrés y generar

conocimiento sobre los mecanismos de tolerancia a la salinidad de la especie.

Hipotesis

1. Existe expresion diferencial del gen LtNHX1, que codifica para el antiporter Na*/H" del
tonoplasto, en genotipos de Lotus tenuis con comportamiento contrastante frente a la

salinidad cuando se los expone a distintas concentraciones de cloruro de sodio.

2. Existe expresion diferencial de otros genes involucrados en el transporte y exclusiéon de

sodio (SOS1, HKT1, CCC, VP1) en los mismos genotipos expuestos a condiciones salinas.
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Objetivos
Objetivo general

Estudiar la expresion relativa de genes relacionados con el transporte y la exclusion de
sodio en genotipos de Lotus tenuis previamente seleccionados con comportamiento
contrastante frente a la salinidad cuando se los expone a distintas concentraciones de
cloruro de sodio.

Objetivos especificos

e Estudiar la expresion relativa de los genes LINHX1, SOS1, HKT, VP1 y CCC cuando se
expone a dos genotipos de L. tenuis con comportamiento contrastante frente al estrés
salino a 0, 100, 200 y 300 mM NaCl durante 48, 72 y 96 horas.

e Determinar el contenido de Na™ K* y CI" en raiz, tallo y hoja en los genotipos evaluados
bajo distintas concentraciones de NaCl y relacionarlo con la tolerancia a la salinidad y la

expresion génica.

e Comparar mediante el analisis in silico la region 5 del gen LtNHX1 del genotipo

tolerante con la del genotipo susceptible.
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MATERIALES Y METODOS

1. Ensayo comparativo de dos genotipos con comportamiento contrastante frente
a salinidad

1.1. Material vegetal

Se evaluaron dos genotipos de L. tenuis con comportamiento contrastante frente a la
salinidad. El genotipo 1-13 (T) fue seleccionado por su tolerancia debido a su sobrevivencia
y la baja reduccién en su peso seco total al tratarlo con 200 y 400 mM NaCl durante 28 dias.
Este genotipo proviene de una familia de medios hermanos (FMH) del programa de
mejoramiento de la Unidad Integrada UNNOBA-INTA.

El genotipo P13 (S), que proviene del cultivar Pampa INTA, se seleccion6 como susceptible
por presentar el comportamiento contrario, es decir, mayor cantidad de plantas muertas y

alta reduccion en su peso seco.

Los dos genotipos se mantuvieron en camara de crecimiento (T2 =25 °C) con un fotoperiodo
de 16 horas de luz, y fueron propagados vegetativamente mediante esquejes nodales para

obtener la cantidad de clones necesaria para el ensayo (Figura 2.1).

Figura 2.1: Propagacion de los genotipos de L. tenuis mediante esquejes nodales.

1.2. Condiciones de crecimiento

El ensayo se realizé en condiciones controladas en camara de crecimiento (T2 =25 °C) con
un fotoperiodo de 16 horas de luz en un disefio completamente aleatorizado (DCA) con
cuatro tratamientos salinos: 0 (control), 100, 200 y 300 mM NaCl. Cada genotipo estuvo

representado por 70 clones en cada tratamiento, que fueron trasplantados, luego de 21 dias
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desde la propagacion vegetativa, a macetas conteniendo arena y perlita (1:1 v/v). Las
plantulas se regaron por capilaridad adicionando NaCl a la solucién nutritiva Hoagland
(Hoagland & Arnon, 1950), sin realizar aclimatacion al estrés. Las macetas correspondientes
al control se regaron con solucién Hoagland sin adicién de NacCl.

1.3. Parametros fisiol6gicos y morfolégicos evaluados

Alas 24, 48, 72 y 96 horas de iniciados los tratamientos se midieron los contenidos de Na®,
K*y CI' (uMoles g Peso Seco) en muestras de raices, tallos y hojas de cada genotipo. Se
evaluaron tres repeticiones de cada genotipo en cada tratamiento combinando las
mediciones de 5 plantas por repeticién. Las raices se enjuagaron mediante dos inmersiones
de 10 segundos en solucion de CaNO3; 10 mM con adicién de sorbitol en concentraciones
iso-osmoticas para cada tratamiento. Tallos y hojas se enjuagaron en agua bidestilada.
Todas las muestras se secaron a 60 °C hasta peso constante. Las determinaciones de K*y
Na" se realizaron con un fotometro de llama Corning M410 a partir de extractos de HNO; 0,5
M que se prepararon adicionando 10 ml de acido a aproximadamente 100 mg de tejido, cuyo
peso exacto fue registrado, e incubando los mismos a 80 °C durante una hora. Sobre la
misma extraccién se determiné el contenido de CI por colorimetria a través del método del

“ferricianuro” (Munns et al., 2010) utilizando un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 25.

A los 28 dias de iniciados los tratamientos se evalué el peso seco total (PST, mg) en 10
clones por genotipo y tratamiento. Se estimé su indice de tolerancia (ITPST) como la
relacion entre cada plantula en sal y la media del control. Se registré la sobrevivencia, como
el nimero de plantas vivas de cada genotipo a los 28 dias de ensayo, considerando la

muerte de las plantas cuando existi6 pérdida total de turgencia.

1.4. Evaluacién de la expresién de genes relacionados con la tolerancia a la

salinidad

Se estudi6 la expresion transcripcional de los genes LtNHX1, SOS1, HKT, LtCCCy VPl a lo
largo del tiempo y bajo diferentes concentraciones de NaCl mediante PCR cuantitativa en
tiempo real (RT-gPCR) en muestras de hoja y raiz de cada genotipo a las 48, 72 y 96 horas
de iniciados los tratamientos. Para esto, se disefiaron cebadores especificos, se realiz6 la

extraccion de ARN total y sintesis de la primera hebra complementaria de ADN (ADNCc).
1.4.1. Analisis bioinformatico y disefio de cebadores

Se disefiaron los cebadores (primers) con la herramienta Primer-BLAST (Ye et al., 2012) del
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Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica de los Estados Unidos de América (NCBI,
National Center for Biothecnology Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), a partir de

informacion in silico de secuencias nucleotidicas de L. tenuis y especies relacionadas,
publicadas en la bases de datos del NCBI, y de la especie modelo Lotus japonicus, cuya
informacion gendémica se encuentra disponible en la base de datos del Instituto Kazusa
(Kazusa DNA Research Institute, http://www.kazusa.or.jp/lotus/).

Las secuencias de los genes LtNHX1 y LtCCC ya habian sido publicadas por Teakle et al.
(2008) por lo que los cebadores se disefiaron sobre las mismas. Sin embargo, no existe
informacion del resto de las secuencias en la especie. Es por esto que se buscaron regiones
conservadas de las mismas en las base de datos del NCBI utilizando la herramienta BLAST
(Madden, 2013) a partir de las secuencias de la especie modelo Arabidopsis thaliana.
Posteriormente se realizaron alineamientos mdltiples utilizando la herramienta Clustal
Omega (Sievers et al, 2011), y BLASTs en el sitio web del Instituto Kazusa

(http://www.kazusa.or.jp/lotus/blast.html) con el fin de disefar los cebadores sobre

secuencias de L. japonicus que, por tratarse de una especie emparentada (Tanaka et al.,
2016), podrian ser mas similares a las de L. tenuis. En los casos en los que se encontraron
secuencias de Lotus corniculatus en las base de datos del NCBI, las mismas se utilizaron

como molde para el disefio de los cebadores.

Ademas de los genes relacionados con la tolerancia a la salinidad, se buscaron posibles
genes de referencia utilizando la herramienta RefGenes (Hruz et al., 2011) del software
Genevestigator (Hruz et al., 2008) considerando aquellos que presentaron alta estabilidad
en estudios de estrés salino en A. thaliana y otras especies. Se seleccionaron los genes
codificantes de las proteinas PXM16 (peptidasa), SEC-5A (participante del complejo
exocitosis), SAP (proteina con dominio SAP), MOS1 (regulador de la estructura de la
cromatina), UBQ (ubiquitina), UBC (UBQ-carrier) y B-Tubulina. Este Gltimo gen no presentd
buena estabilidad en los estudios que nuclea RefGenes, pero habia sido el gen de
referencia utilizado por Teakle, Amtmann, et al., (2010) en un estudio de la expresion de
LtNHX1.

Luego de realizar el disefio de los cebadores especificos con Primer-BLAST, se analizaron

con OligoAnalyzer 3.1 (https://www.idtdna.com/calc/analyzer/), una herramienta gratuita de

la empresa IDT (Coralville, Estados Unidos). Se eligieron Unicamente aquellos cebadores
gue presentaron temperaturas de formacion de estructuras secundarias inferiores a la
temperatura de annealing (Tm) del cebador y AG para la formacién de homodimeros y

heterodimeros mayores a -9 kcal/mol.
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En la tabla 2.1 se indican las secuencias de los cebadores, las secuencias sobre las que se
disefiaron y la especie a las que pertenecen.

Tabla 2.1: Cebadores utilizados en el analisis de la expresion de genes relacionados con la tolerancia a la
salinidad en L. tenuis. Se indica la identificacion de la secuencia utilizada como molde, la especie a la que pertenece, la

temperatura de annealing (Tm) y el tamafio del amplicon que genera el par de cebadores en pares de bases (pb).

e g Nombre -
Identificacion . . )\ Tm Amplicén
Gen (base de datos) Especie del Secuencia (5'23’) (°C) (pb)
cebador
i . No esta en bases . TQF* AGGAAGGCTTTCTTGCATTG
B-tubulina o datos Lotus tenuis TQR* TCCTCCTGAACTTCATCCTCA 54 170
PXM16 Lj0g3v0331639.1 Lotus PXMF1 AACGGATGGTGGTTTCCAGG 58 112
(Kazusa) japonicus PXMR1 GAACCTGTCAGCTTTCACGC
SEC-BA Lj5g3v1865580.1 Lotus SECF1 GCTGTGGACAATCCAGGACA 58 119
(Kazusa) japonicus SECR1 TGCTGGGCAAGAGAAATGAGT
SAP Lj4g3v1388310.2 Lotus SAPF2 AGAGGTCTCTTCTCTTCCCCG 58 91
(Kazusa) japonicus SAPR2 GGTCCTCTGGAGGTGAAGTC
MOS1 Lj0g3v0308689.1 Lotus MOSF1 GTGTTTGGTTCAGGGGTCCT 58 120
(Kazusa) japonicus MOSR1 TGGCAATAGCATTAGGGGGC
UBQ Lj5g3v2060710.1 Lotus UBQF1 CTTTGCAGGGAAGCAGTTGG 56 130
azusa japonicus
(K ) j i UBQR1 ACAGCACACACAGACAATCC
UBC Lj1g3v2063210.1 Lotus UBCF1 CGGCTCTTATCAAGGGACCA 58 104
azusa japonicus
(K ) j i UBCR1 CCGCACTTGAGGTGGTTGTA
EU727217.1 . NHXF2 TAGTGGTGGTACAAGCTCGC
NHX1 (NCBI) Lotustenuis 1 Ro TTTCACCTGAAACCCGGCAT 56 99
sos1 Lj4g3v0153960.2 Lotus SOSF3 AGCTGAAGGGGTGCTTAAAGA 58 97
azusa japonicus
K j i SOSR3 GCATCGAGACACCTGGACAT
EU727216.1 . CCCF2 AGTACCGCCCTGTCTTAGCC
cee (NCBI) Lotustenuis  cocpy  AGATTGGGAGGGGGATCTGG 60 108
HKTL Lj5g3v0196960.1 Lotus HKTF9 TGCTAGACATGCTGGTGAATCT 60 91
azusa japonicus
K j i HKTR9 TGGTGGAAGGTACATCATGACA
VP1 EF440187.1 Lotus VPF2 CGGATCTCTGGTGTCTGGTG 58 95
(NCBI) corniculatus VPR2 AAGCACCAGCCTCAATGTACT

*Disefiados por Teakle, Amtmann, et al. (2010)

1.4.2. Analisis de la estabilidad de posibles genes de referencia frente a estrés salino

Para probar la estabilidad de los genes seleccionados utilizando la herramienta RefGenes,
se tomaron muestras de hoja y raiz de plantas sometidas a 0, 150 y 300 mM NaCl durante
72 hs. Se realiz6 extraccion de ARN total con Trizol (Invitrogen, USA) y se sintetiz6 el ADNc

con SuperScript IV Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA) siguiendo las indicaciones del

81



Capitulo 2

fabricante. Se utilizd un equipo Applied Biosystem 7500 Real-Time PCR System (BioRad,
USA) para la cuantificacion de los transcriptos a través de Sybr Green. Se probaron las
eficiencias de amplificacion de los cebadores con el programa LinRegPCR (Ruijter, Van Der
Velden, & llgun, 2009) y se compar6 la estabilidad de los genes con la herramienta

RefFinder (Xie et al., 2012) disponible en https://www.heartcure.com.au/reffinder/.

Se utilizaron las mismas muestras de ARN para obtener las eficiencias de amplificacion de
los genes de interés (GOI) utilizando LinRegPCR.

1.4.3. Extracciones de ARN y PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

Alas 48, 72 y 96 horas de iniciados los tratamientos salinos se tomaron muestras de hoja y
raiz de plantas de los genotipos tolerante (T) y susceptible (S) teniendo especial cuidado en
muestrear zonas semejantes de los 6rganos, de buena actividad metabdlica. Se realizaron
dos repeticiones biolégicas por genotipo y tratamiento, cada una de ellas conformada por
cinco plantas, cuyas muestras fueron inmediatamente colocadas en nitrégeno liquido.
Posteriormente, se realizd la extraccion del ARN total de hojas y raices con Quick-Zol
(Kalium Technologies, Argentina) siguiendo las indicaciones del fabricante y se cuantifico
utilizando el kit Qubit RNA BR Assay (ThermoFisher Scientific, Estados Unidos) en el equipo
correspondiente. EI ADN gendmico contaminante se removié con RQ1 RNase-free DNase
(Promega, Estados Unidos). Ademas, se verificé la integridad del ARN extraido en gel de
agarosa 1,2 %, tefiido con bromuro de etidio (0,5 g/ml) de acuerdo a lo publicado por Masek,

Vopalensky, Suchomelova, & Pospisek (2005).

El ADNc se sintetiz6 a partir de 500 ng de ARN total con EasyScript® Reverse Transcriptase
(TransGen Biotech, China) utilizando un cebador o primer oligo(dT);s siguiendo las
indicaciones del fabricante. Se prob6 la viabilidad del ADNc obtenido mediante PCR.
Lamentablemente, a pesar de que el ARN presentaba buena calidad, no se logré la
retrotranscripcion en las muestras de raiz obtenidas a las 96 hs. Por este motivo estas

muestras no pudieron ser estudiadas.

Para la cuantificacion relativa de los transcriptos se utilizé un equipo Applied Biosystem 7500
Real-Time PCR System (BioRad, Estados Unidos) y la master mix FastStart Universal SYBR
Green Master (Rox) (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) siguiendo instrucciones del fabricante
en un volumen final de reaccién de 20 pl. Todas las reacciones se realizaron por duplicado y
se incluyeron blancos sin ADNc para determinar la presencia de contaminacion. Las
condiciones de las PCR fueron: 10 min a 95 °C (activacién enzimatica), 40 ciclos de 15 seg

a 95 °C (desnaturalizacién) y 1 min a la temperatura de annealing de cada par de cebadores
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(annealing/extension). Posteriormente se realizé el analisis de la curva de melting para
confirmar la presencia de un Unico producto y la ausencia de dimeros de primers, que

consté de 15 seg a 95 °C, 1 min a 60 °C e incrementos del 1 % hasta 95 °C.
1.5. Analisis de la informacion
1.5.1. Parametros fisiol6gicos y morfolégicos

Se utilizo el software InfoStat en su interfaz con R (Di Rienzo et al., 2017). Se ajustaron
modelos mediante los modulos de modelos lineales generales y mixtos (MLM) y de modelos
lineales generalizados mixtos (MLGM) segun la distribucion de la variable analizada. Para
todas las variables se realiz6 la prueba estadistica W de Shapiro-Wilk sobre los residuales.
Se aplico el test de Bartlett para comprobar la homogeneidad de las varianzas y el test de
no-aditividad de Tukey para comprobar la aditividad del modelo. En los casos en los que fue

necesario, se ajustaron modelos para heterogeneidad de varianzas.

Las variables PST e ITPST se analizaron mediante ANOVA utilizando el siguiente modelo
estadistico lineal:

Y= B+ T + 7+ (Y1) it + &

Donde: Yix es la observacion debida al i-ésimo genotipo en el t-ésimo tratamiento, p
representa la media general, t; es el efecto del i-ésimo genotipo, y; es el efecto del t-ésimo
tratamiento, (yt); es el efecto de la interaccion entre el i-ésimo genotipo y el t-ésimo

tratamiento, y i« €s el término de error de la itk observacion.

Los contenidos de Na*, K" y CI' y la relacion K'/Na*, que se considera un indicador de
tolerancia a la salinidad (Shabala & Cuin, 2007; Tester & Davenport, 2003), se analizaron

segun el siguiente modelo:
Yin = p+ 1+ O v + (1d)y + ()i + (Oy)ik + (vOY)ik + i

Donde: Yj; es la observacion debida al i-€simo genotipo, en la j-ésima combinacion
momento-tratamiento salino y en el k-ésimo tejido; u representa la media general; t; es el
efecto del i-ésimo genotipo; d; es el efecto de la j-ésima combinacion momento-tratamiento
salino; yx es el efecto del k-ésimo tejido; (t0); es el efecto de la interaccion entre el i-€simo
genotipo y la j-ésima combinacion momento-tratamiento salino; (ty)x es el efecto de la
interaccion entre el i-esimo genotipo y el k-ésimo tejido; (dy)i es el efecto de la interaccion
entre la j-ésima combinacion momento-tratamiento salino y el k-ésimo tejido; (tdy)jk es el

efecto de la interaccién entre el i-ésimo genotipo, la j-ésima combinacibn momento-
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tratamiento salino y el k-ésimo tejido; y i es el término de error de la ijkl observacion.

En los casos en que se detectaron diferencias significativas (p<0,05), se aplico la prueba de
comparaciones multiples DGC (Di Rienzo et al., 2002).

Para los datos de Sobrevivencia, se analiz6 la asociacion entre la cantidad de plantas vivas
en cada tratamiento a los 28 dias de su inicio y el genotipo mediante la prueba exacta de
Fisher, ya que se tratd de dos variables dicotomicas (Genotipo y Sobrevivencia) y la
cantidad de plantas evaluadas fue pequefia.

1.5.2. Analisis de la expresién génica

Para la cuantificacién relativa de la expresion génica, los datos de amplificacion se
exportaron desde el programa 7500 Software v2.3, propio del equipo utilizado, al programa
LinRegPCR para obtener los Ct y eficiencias de amplificacion. Posteriormente, se realiz6 la
comparacion de la expresion relativa con el programa fgStatistics (Di Rienzo, 2009)
utilizando el método AACt (Pfaffl, 2001):

R— (Econ)¢o!

(ERef)}Az(éF
Donde R es la expresion relativa, Ego; €s la eficiencia del gen de interés, ACtso €S la
diferencia entre las medias de los Ct del tratamiento control (0 mM NaCl) y las medias de los
Ct de cada tratamiento salino para el gen de interés, Eres €S la eficiencia del gen de
referencia y ACtres €S la diferencia entre las medias de los Ct del tratamiento control (0 mM

NaCl) y las medias de los Ct de cada tratamiento salino para el gen de referencia.

Los p-valores se calcularon a partir de un test de permutaciébn con 5000 ciclos de

remuestreo.
2. Comparacién in silico de las regiones 5’ del gen LtNHX1 de dos genotipos
2.1. Identificacién de la region 5’ no codificante de LtNHX1

Se propuso identificar y secuenciar la region reguladora 5’ no publicada del gen NHX1 de L.
tenuis. Debido a la falta de informacion sobre la secuencia, se utilizaron herramientas
bioinformaticas a fin de identificar regiones conservadas aguas arriba del ATG inicial del gen
NHX1 de otras leguminosas con informacién gendémica. Para esto, se realiz6 BLASTn
(Madden, 2013) de la secuencia de ADNc disponible de LtNHX1 (GenBank: EU727217.1)

con el fin de encontrar en la base de datos GenBank del NCBI, genes NHX1 de otras
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especies, que presenten la secuencia completa y GenelD. Las secuencias nucleotidicas que
presentaron mayor similitud con el ADNc de LtINHX1 en base al BLAST realizado fueron las
de Glycine max, Cicer arietinum y Vigna radiata (Tabla 2.2)

Tabla 2.2: Secuencias nucleotidicas que presentaron alineamientos significativos y mayor similitud con la
secuencia GenBank: EU727217.1 (LtNHX1) en el andlisis BLAST nucleotidico. Se indica la identificacion de
la secuencia, la especie a la que pertenece, la cobertura, el E-value, la identidad y la identificacién (GenelD) de la

secuencia completa del gen correspondiente.

NUmero de accesién en

Especie GenBank de la Cobertura (%) E value Identidad (%) GenelD del gen

secuencia nucleotidica completo

Ggg;‘e NM_001250237.2 08 0 88,92 732573
arﬁ'ﬁflﬂm NM_001278963.1 08 0 88,01 101515538
erﬂQf‘a NM_001317328.1 98 0 86,80 106772217

Se realizaron alineamientos multiples entre las secuencias (2300 pb) de regiones 5’ de estos
genes utilizando la herramienta Clustal Omega (Sievers et al., 2011). La tabla 2.3 indica los

porcentajes de identidad entre las secuencias.

Tabla 2.3: Identidad (%) entre las secuencias aguas arriba del ATG inicial

del gen NHX1 de tres especies vegetales segun el andlisis Clustal Omega.

Glycine max Cicer arietinum
Cicer arietinum 52,26
Vigna radiata 58,16 48,83

Posteriormente se realizaron BLAST (discontiguous megablast) de cada una de estas
secuencias ajustando la blsqueda Unicamente al género Lotus (taxid: 3867). La secuencia
de V. radiata no arroj6 resultados. La de C. arietinum permitié6 encontrar una secuencia de
Lotus japonicus (GenBank: AP004904.1) con un E-value de 1le-12 y un 66,67 % de
identidad. Al realizar el BLAST con la secuencia de G. max, se encontr6 esta misma
secuencia de L. japonicus con un E-value de 4e-12 y una identidad del 77,66 %. Esta
entrada de GenBank corresponde a la secuencia completa del cromosoma 5 del clon
LjT10CO05 de la especie, por lo que podria considerarse que es el cromosoma en el que se
encuentra el gen LiNHX1. Para confirmar esto, se realiz6 BLAST de la secuencia de LtNHX1
en el sitio web del Instituto Kazusa. Se encontré la secuencia Lj5g3v1427750.2 del

cromosoma 5 que se predice que codifica para un transportador Na'/H" y que presenta un
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99 % de identidad en una cobertura del 22 % con la secuencia de LtNHX1. La secuencia de
la regidn 5’ de Lj5g3v1427750.2 (aguas arriba del ATG inicial del gen predicho LjNHX1)
coincide con la region de la secuencia AP004904.1 que presenta similitud con C. arietinum y
G. max. En base a esto, se disefiaron cebadores directos sobre dicha regién 5’, y cebadores
reversos sobre la secuencia de LtNHX1 utilizando la herramienta Primer-BLAST del NCBI
(Ye et al.,, 2012). También se disefidé un cebador reverso inmediatamente antes de la
secuencia LiNHX1 con el fin de realizar reacciones de PCR anidadas. En la tabla 2.4 se

indican las distintas combinaciones de cebadores utilizadas.

Tabla 2.4: Cebadores utilizados para la amplificacion por PCR de la region 5’ del gen LtNHX1.
Se indica la secuencia, la temperatura de annealing (Tm) y el tamafio del amplicén que genera el par
de cebadores en la especie modelo L. japonicus en pares de bases (pb).

Nombre del cebador Secuencia (5°2>3’) Tm (°C) Amplicon (pb)

PrNHXF1" CCGGGAATTCGAACAAGGGA 58 683
NHXR7* GACTATGGAGGCATGGTCGG

PrNHXF10" TCTTCCCCTCATTTCTCGCTT 58 857
NHXR7* GACTATGGAGGCATGGTCGG

PrNHXF11" CGCACGCGTCGTACATTAAC 58 912
NHXR7* GACTATGGAGGCATGGTCGG

PrNHXF12" AACGAACCGATCCAAACCGT 56 1393
NHXR7* GACTATGGAGGCATGGTCGG

PrNHXF13" TGAATTGATGAACCAAACCGATG 60 1730
NHXR7* GACTATGGAGGCATGGTCGG

PrNHXF1* CCGGGAATTCGAACAAGGGA 58 611

PrNHXR1* TTTGTTCCACCCTCCACAATGA

PrNHXF10" TCTTCCCCTCATTTCTCGCTT 58 785

PrNHXR1" TTTGTTCCACCCTCCACAATGA

PrNHXF11" CGCACGCGTCGTACATTAAC 58 840

PrNHXR1" TTTGTTCCACCCTCCACAATGA

PrNHXF12" AACGAACCGATCCAAACCGT 56 1321

PrNHXR1" TTTGTTCCACCCTCCACAATGA

PrNHXF13" TGAATTGATGAACCAAACCGATG 60 1658

PrNHXR1" TTTGTTCCACCCTCCACAATGA

*Disefiado sobre LtINHX1 (EU727217.1). *Disefiado sobre Lj5g3v1427750.2.

Se realiz6 la extraccion de ADN gendmico a partir de 30 mg de tejido fresco de hoja de un
genotipo de la familia 1193 del programa de mejoramiento genético de la Unidad Integrada
UNNOBA-INTA. El tejido se molié e incubd con 600 pl de buffer de extraccién (TrisHCI pH 8
100 mM, EDTA pH 8 50 mM, NaCl 700 mM y SDS 2 %) a 60 °C durante 30 min. Se
centrifugd a 12000 rpm durante 3 min y se precipité el ADN del sobrenadante con 300 pl de
isopropanol. Se centrifug6 a 12000 rpm por 10 min, se descartd el sobrenadante y se limpi6

el precipitado de ADN con 100 pl de etanol 70 %. El precipitado se resuspendi6 en agua y se
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utilizé como templado para las reacciones de PCR.

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de reaccion de 12,5 pl. En cada
reaccion se utilizé 0,13 pl de cada dNTP 200 pM, 1,67 ul de Buffer Taq 10X, 0,67 pl de Mg**
2,5 mM, 0,26 pl de cada cebador 10 mM, 0,11 pl de Platinum Taq DNA Polymerase
(ThermoFisher Scientific, Estados Unidos) y 30 ng de ADN templado. Se llevaron a cabo en
un termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler (ThermoFisher, Estados Unidos), utilizando el
siguiente perfil de PCR: 1 min a 95 °C; 35 ciclos de 15 seg a 95 °C, 30 seg a la Tm de cada
par de cebadores y 30 seg a 72 °C; y una etapa final de extension de 7 min a 72 °C. El
producto de amplificacion fue resuelto en gel de agarosa 0,8 %, teflido con bromuro de etidio
(0,5 g/ml).

2.2. Subclonado de laregién 5’ no codificante de LtINHX1

Con el fin de realizar la secuenciacion de la regién 5’ y contar con un plasmido que pueda
ser utilizado en futuras investigaciones, se subclon6 un fragmento de 1321 pb utilizando el
sistema Gateway™ (Invitrogen, Estados Unidos). Para esto, el mismo se amplific6 por PCR
utilizando el cebador directo PrNHXF12 y el cebador reverso PrNHXR1 (Tabla 2.4), y la
enzima USB® FideliTag™ DNA Polymerase (Affimetrix, Estados Unidos) en un volumen final
de 25 ul. Se utilizaron 60 ng de ADNc como templado, 0,5 ul de cada oligonucleétido
(cebador forward y reverse) en concentracion 10 uM, 2,5 ul de Buffer 10X, 0,5 ul de mezcla
de dNTPs 10 mM y 5 unidades/ul de enzima USB® FideliTag™. El perfil de PCR fue: 3 min a
94 °C; 35 ciclos de 30 seg a 94 °C, 30 seg a 56 °C (Tm) y 1 min 45 seg a 68 °C; y una etapa
final de extension de 10 min a 68 °C. El producto de amplificacién fue resuelto en gel de
agarosa 0,8 %, teflido con bromuro de etidio (0,5 g/ml) y se purific6 mediante el kit QIAEX I

(Qiagen, Alemania).

Posteriormente, se clonaron 60 ng del producto de PCR purificado en el vector
pCR™8/GW/TOPO™ (Invitrogen, Estados Unidos) segun indicaciones del fabricante. Se
transformaron células competentes de Escherichia coli cepa DH5a mediante shock térmico.
Para esto, se mezclaron 50 ul de células competentes con 2 ul del vector, se incubaron 30
min en hielo y se les realiz6 el shock térmico a 42 °C durante 1 min 30 seg. Se transfirieron
a hielo durante 2 min, se adicioné 1 ml de medio Luria-Bertani (LB) y se incubd a 37 °C con
agitacion suave durante 45 min. Posteriormente se centrifugd 3 min a 3000 rpm, se descarté
el sobrenadante y se distribuyeron las bacterias en placas de Petri con LB agar y
espectinomicina (100 pg/ml) como agente de seleccion. Se seleccionaron los clones

positivos y se realiz6 extraccion de ADN plasmidico segun lo indicado por Green &
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Sambrook (2016).

Se selecciond un clon con la orientacion correcta del inserto a partir de la digestion de 2 pl
de ADN con 0,3 pl de la enzima Pvull (New England Biolabs, Estados Unidos) en un
volumen final de 20 pl incluyendo 2 pl de NEBuffer™ 2.1 10X y 0,3 ul de RNAsa (10 ng/ul).
Las digestiones se resolvieron en gel de agarosa 0,8 %, tefiido con bromuro de etidio (0,5
g/ml). Los clones con el inserto en la orientacién correcta debian presentar luego de la
digestion bandas de 611, 1341 y 2188 pb, mientras que los clones con el inserto en la
orientacion antisentido debian presentar bandas de 954, 998 y 2188 pb (Figura 2.2).

Figura 2.2: Clon de
pCR™8/GW/TOPO™ con el
inserto PrLtNHX1L resuelto en
gel de agarosa 0,8 %. L:
marcador de peso molecular
GeneRuler™ 1kb DNA Ladder
(Thermo  Scientific,  Estados
Unidos). F1: clon con inserto,

orientacion correcta.

2.3. Andlisis in silico de la regién 5’ de LtNHX1

Se secuencid el clon positivo en la Unidad de Gendmica de INTA, se realizaron
alineamientos multiples mediante Clustal Omega con las regiones 5 del gen NHX1 de otras
especies leguminosas, y se analizé la secuencia con las herramientas bioinformaticas
PlantCARE (Lescot et al., 2002) y AtPAN (Y. A. Chen, Wen, & Chang, 2012) en basqueda de
posibles sitios de unidn de factores de transcripcion y elementos reguladores en cis

relacionados con estreses abiobticos.

2.4. Amplificaciéon y analisis in silico de la region 5 del gen LtNHX1 de dos

genotipos con comportamiento contrastante frente a la salinidad

Siguiendo los protocolos antes mencionados, se realiz6 extraccion de ADN gendmico de
muestras de hoja de los genotipos Ty S, y PCR por duplicado utilizando el cebador directo
PrNHXF12 y el cebador reverso PrNHXR1 (Tabla 2.4). Los productos de PCR fueron

secuenciados en las dos direcciones utilizando dichos cebadores (Macrogen®, Republica de
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Corea). Las secuencias se editaron y alinearon utilizando el software BioEdit y la
herramienta Clustal Omega. Posteriormente, se analizaron con las herramientas PlantCare y
AtPAN en busqueda de posibles sitios de unién de factores de transcripcién y elementos

reguladores en cis relacionados con estreses abioticos.
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RESULTADOS

1. Tolerancia al estrés salino y sobrevivencia de dos genotipos de L. tenuis frente
a concentraciones crecientes de NacCl

Se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre genotipos y tratamientos para PST y
para su indice de tolerancia (Tabla 2.5).

Tabla 2.5: Medidas resumen del caracter peso seco total (PST) y de su indice de tolerancia
(ITPST) en dos genotipos de Lotus tenuis evaluados bajo distintas concentraciones de
NaCl. Medias por genotipo, media general, coeficiente de variacion (C.V.), desvio estandar

(D.E.), valores maximo y minimo y p-valor para Genotipo, Tratamiento y su Interaccion.

Variable
PST (mg) ITPST
Genotipo T 263,32 0,91
Genotipo S 120,16 0,50
Media 190,73 0,70
C.V. 82,57 76,55
D.E. 157,49 0,54
Minimo 20,3 0,11
Maximo 662,3 2,36
p-valor Genotipo <0,0001 0,0013
p-valor Tratamiento 0,0032 0,0287
p-valor Interaccién 0,3027 0,8715

En color gris se indican los casos con diferencias significativas (p<0,05)

Si bien en el PST la interaccion no resultd significativa, la prueba de comparaciones
multiples indicé que existieron diferencias significativas (p<0,05) entre los genotipos en los
tratamientos salinos, pero no en el tratamiento control (Figura 2.3). El genotipo tolerante (T)
presentd mayor peso seco que el susceptible (S) en 100, 200 y 300 mM NacCl, y no presentd

reduccioén significativa en el caracter en comparacion con el control.
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Figura 2.3: Peso seco total (PST) de los genotipos S y T a los 28 dias de
iniciados los cuatro tratamientos. Las barras verticales representan a las medias +
E.E. Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba DGC (p<0,05).

El indice de tolerancia ITPST promedio de los dos genotipos en el tratamiento de 100 mM se
diferenci6é de aquellos con mayores concentraciones salinas, y present6 una media de 0,99.

El ITPST promedio del genotipo S fue inferior al del genotipo T (Figura 2.4).

1,2
1 E
0,8 1

0,6 A

ITPST

0,4 A

0,2 A

0 -

Genotipo

Figura 2.4: indice de tolerancia del peso seco total (ITPST) de los genotipos Sy T
a los 28 dias de iniciados los tratamientos salinos. Las barras verticales
representan a las medias + E.E. Letras distintas indican diferencias significativas segin
el test DGC (p<0,05).
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Por otra parte, todas las plantas del genotipo S tratadas con 200 y 300 mM NaCl murieron
antes de los 28 dias de tratamiento (Figura 2.5).

\5\£\>u<

S - 200 mM NaCl T - 200 mM NaCl

$ - 300 mM NaCl T - 300 mM NaCl

Figura 2.5: Imagenes de las plantas de cada genotipo (S o T) y tratamiento (0, 100, 200 y
300 mM NacCl) evaluadas a los 28 dias del inicio de los mismos.
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Debido a que se traté de una muestra pequefa de plantas, se evalud la asociacion entre el
genotipo y la sobrevivencia al final del ensayo en cada tratamiento mediante la prueba
exacta de Fisher. Esta indic6 una asociacién significativa en los tratamientos de 200 y 300

mM, con mayor sobrevivencia del genotipo T (Figura 2.6).

*kk
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Figura 2.6: Porcentaje de plantas vivas de cada genotipo (S o T) y tratamiento (0, 100,
200 y 300 mM NacCl) a los 28 dias del inicio de los mismos. Las barras y niumeros dentro de
las mismas indican los porcentajes. ns: sin asociacion entre genotipos y sobrevivencia segun
la prueba exacta de Fisher. ***: asociacion significativa (p<0,001).

2. Contenido de iones en hoja, raiz y tallo de dos genotipos de L. tenuis de

comportamiento contrastante frente a NaCl

Se encontraron diferencias significativas entre genotipos, tratamientos (considerados como
las combinaciones de la concentracién salina aplicada y el momento de muestreo) y tejidos
para los contenidos de iones Na*, K"y CI' (uMoles g* Peso Seco) y la relacion K*/Na*, y

todas sus interacciones resultaron significativas (Tabla 2.6).
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Tabla 2.6: Medidas resumen de los contenidos de Na‘, Ky CI" (uMoles g™ Peso Seco) y la
relacion K*/Na* en dos genotipos de Lotus tenuis evaluados bajo distintas concentraciones
de NaCl. Medias por genotipo, media general, coeficiente de variacion (C.V.), desvio estandar
(D.E.), valores maximo y minimo y p-valor para genotipo (Gen), tratamiento (Trat), tejido (Tejido) y

Sus interacciones.

Variable
Na* K* Cr K*/Na*
Genotipo T 569,34 795,25 367,75 1,70
Genotipo S 769,01 678,89 567,48 1,27
Media general 669,17 736,87 467,62 1,49
C.V. 52,79 27,95 73,7 67,06
D.E. 353,27 205,97 344,65 1,00
Minimo 188,56 235,24 59,93 0,17
Maximo 2202,39 1228,33 1987,11 5,24
p-valor Gen <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
p-valor Trat <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
p-valor Tejido <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
p-valor Gen*Trat <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0002
p-valor Gen*Tejido <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
p-valor Tejido*Trat <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
p-valor Gen*Trat*Tejido <0,0001 0,0026 <0,0001 <0,0001

En promedio, las plantas presentaron mayores contenidos de Na* y CI" en hoja que en los
otros dos tejidos. En el caso de Na’, se encontrd6 mayor acumulacion en raiz que en tallo,
mientras que para CI ocurrié lo contrario. El K* se acumulé de forma opuesta al Na’,
existiendo mayor contenido en tallo respecto a raiz, y mas en raiz que en hoja. La relacion

K*/Na" siguié la misma tendencia que el contenido de K*, siendo mayor en tallo.

El genotipo tolerante (T) present6é en promedio menor contenido de Na*y CI'y mayor de K,
y una mayor relacién K*/Na*. El genotipo susceptible (S) presenté mayores contenidos de
Na'y CI en raiz, hoja y tallo, y menor contenido de K* y relacion K*/Na* en raiz y hoja que el
tolerante. En la figura 2.7 se indican las diferencias entre genotipos para cada tiempo, tejido

y concentracion.
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Figura 2.7: Contenido de Na*, K"y ClI" (uMoles g™ Peso Seco) y relacién K*/Na* en muestras de hoja, raiz y tallo de dos genotipos de Lotus tenuis, uno tolerante (T) y
uno susceptible (S) ala salinidad bajo cuatro concentraciones de NaCl. Se tomaron muestras a las 24, 48, 72 y 96 horas de iniciados los tratamientos. Se grafican las medias
+ E.E. * Indica diferencias significativas entre Ty S en raiz. # Indica diferencias significativas entre T y S en tallo. ¢ Indica diferencias significativas entre T y S en hoja.
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Por otra parte, en los tratamientos de 200 y 300 mM, el genotipo S incrementd el contenido
de Na" con el tiempo, mientras que T lo mantuvo con excepcioén de un incremento a las 72
hs en el tratamiento con 300 mM. Ademas, en los tratamientos de 200 y 300 mM, el genotipo
S presentd diferencias en el contenido de CI° entre el muestreo de las 24 hs y los
posteriores. No existieron diferencias entre los momentos de muestreo en las plantas del
genotipo T bajo el tratamiento con 100 mM. En el tratamiento con 200 mM, solo se diferencio
el muestreo a las 96 horas, con contenidos de CI" superiores al resto, mientras que en el
tratamiento con 300 mM el muestreo a las 24 hs presentd un contenido inferior que los

demas.

El genotipo tolerante logré mantener la relacion K*/Na* entre las 24 y 96 hs bajo 100 mM,
entre 24 y 72 hs bajo 200 mM, y entre las 24 y 48 hs bajo 300 mM. Luego, la relacion se
redujo. El genotipo susceptible presenté una mayor relacién K'/Na* a las 24 y 72 hs de
iniciado el tratamiento de 100 mM respecto a las 48 y 96 hs. En los otros dos tratamientos
salinos la relaciébn se mantuvo constante, pero fue siempre inferior a la registrada en el
genotipo tolerante, con excepcion de los muestreos a las 96 hs que no presentaron

diferencias significativas entre genotipos.

Se analizaron los cambios en el contenido de iones y la relacion K*/Na* respecto al control
para los dos genotipos en todos los tejidos y tratamientos. En todos los casos existio
interaccion significativa entre todos los factores considerados (Anexo 2.1). En la figura 2.8
se grafican los promedios de los porcentajes respecto al control en cada tejido,
considerando todos los tratamientos salinos y momentos de evaluacién. En general, se
observa un mayor incremento de Na* en tallo y hoja, y de CI' en hoja en el genotipo
susceptible respecto al tolerante. Por el contrario, este Gltimo presenta mayores incrementos
de estos iones en raiz. En el caso del K*, T logré mantener un contenido elevado respecto al
control en todos los tejidos, mientras que S presenté mayores disminuciones en el contenido
respecto al control en raiz y hoja. La relacion K'/Na* presenté mayores caidas respecto al

control en tallo y hoja en el genotipo susceptible.
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Figura 2.8: Contenido de iones respecto al control en tres tejidos de dos genotipos con comportamiento
contrastante frente a la salinidad. a. Na" b. K" ¢. CI" d. Relacién K'/Na’. Las barras indican las medias + E.E y los
ndmeros dentro de las mismas indican el porcentaje respecto al control. Letras distintas indican diferencias significativas
(p<0,05).

Los contenidos de Na® respecto al control considerados por momento de evaluacion, tejido y
concentracion salina, indicaron que en raiz, el genotipo tolerante presentdé mayores medias
gue el susceptible en 200 y 300 mM NacCl en todos los tiempos de evaluacién, mientras que
en el tratamiento menos severo no existieron diferencias (Figura 2.9). En hoja y tallo, el
genotipo susceptible presentd porcentajes mas elevados que el tolerante en las
evaluaciones realizadas a las 24, 48 y 72 horas de iniciados los tratamientos, sobre todo en
las dos mayores concentraciones. Por el contrario, en la evaluacién realizada en hoja a las
96 horas, se invirtio la tendencia en 100 y 200 mM, siendo el genotipo tolerante el que
presentd mas contenido de Na’ respecto al control. En 300 mM el genotipo susceptible
siguioé presentando mayor porcentaje, pero la diferencia con el tolerante fue menor que en
los momentos anteriores. En tallo no existieron diferencias entre los genotipos en ninguno

de los tratamientos salinos a las 96 hs.
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Figura 2.9: Contenido de Na" respecto al control (%) de dos genotipos en raiz, tallo y hoja a 24, 48, 72 y 96 horas de
iniciar tres tratamientos salinos: 100, 200 y 300 mM NacCl. Las barras indican las medias ajustadas de los porcentajes.
Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05).

Al considerar los contenidos de CI respecto al control, los genotipos presentaron un
comportamiento similar que en el caso del Na*. En raiz fueron mayores en el tolerante, y en
hoja, mayores en el susceptible (Anexo 2.2). A las 96 hs, el genotipo susceptible continué
presentando mayores contenidos de CI' en hoja respecto al control, lo cual difirié6 de lo
ocurrido con los contenidos relativos de Na*, para los que se invirti6 la tendencia en este
momento de evaluacion. En tallo, las diferencias entre genotipos dependieron del momento

de evaluacion.
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3. Evaluacion de la expresion de genes relacionados con la tolerancia a la salinidad

3.1. Determinacion de la estabilidad de posibles genes de referencia y de las
eficiencias de amplificacion de los cebadores

En primer lugar, se determiné la eficiencia de amplificacién de los cebadores a utilizar, ya
gue en el método de andlisis se realiza la correccion considerando la misma. Los cebadores

seleccionados presentaron una eficiencia promedio superior a 1,9 (Tabla 2.7).

Tabla 2.7: Eficiencia determinada con LinRegPCR de los cebadores utilizados
correspondientes a los genes de referencia (Ref) o de interés (GOI). Se indica el gen, la
clasificacion en este estudio y la eficiencia de amplificacion de los cebadores correspondientes.

Gen Clasificacion Eficiencia
B-tubulina (TQ) Ref 1,914
PXM16 (PXM) Ref 1,933
SEC-5A (SEC) Ref 1,929

SAP Ref 1,937

MOS1 Ref 1,929
UBQ Ref 1,943
UBC Ref 1,941
NHX1 GOl 1,915
SOS1 GOl 1,910

CccC1 GOl 1,902
HKT1 GOl 1,921
VP1 GOl 1,912

También se realiz6 la curva de melting de cada par de cebadores y en todos ellos existié un
Gnico producto de amplificacién y no se observaron dimeros de primers, excepto en el caso
de MOSL1 (Figura 2.10)
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Figura 2.10: Curvas de melting de los cebadores de los posibles genes de referencia y de los genes de interés. Los

gréficos fueron obtenidos con el software del equipo Applied Biosystem 7500 Real-Time PCR System.

Se realizaron estudios de la estabilidad de 7 posibles genes de referencia. Para muestras de

hoja, los genes SEC-5A y PMX16 resultaron los de mayor estabilidad; para muestras de

raiz, los genes mas estables fueron SAP y SEC-5A (Figura 2.11). En base a esto, se decidi6

utilizar SEC-5A como gen de referencia.
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Figura 2.11: Andlisis de la estabilidad de 7 posibles genes de referencia en
plantas de L. tenuis bajo tres concentraciones de NaCl durante 72 horas,
utilizando la herramienta RefFinder. a. Estabilidad en hoja. b. Estabilidad en raiz.

3.2. Expresion relativa de genes relacionados con la tolerancia a la salinidad

Se determiné la expresion de los genes NHX1, SOS1, VP1, CCC y HKTL1 en los genotipos S
y T bajo a tres concentraciones salinas (100, 200 y 300 mM NacCl) en relacién a su expresion
en condicién control. La expresion relativa se estudié en hoja a las 48, 72 y 96 horas de

iniciados los tratamientos, y enraiz a las 48 y 72 horas. ,

El cambio en la expresion de los genes respecto a la condicion control dependi6 del
genotipo considerado, del tejido y del momento de evaluacion (Figuras 2.12 y 2.13). En

muchos casos, no existieron diferencias significativas.

Con el paso del tiempo, se observaron mayores efectos de las condiciones salinas en la
expresion génica en hoja, aunque no siempre en el mismo sentido (Figura 2.12). Alas 48 y
72 hs existid un incremento en la expresiéon de NHX1 y CCC en el genotipo susceptible
(Figura 2.12a-b). Los demas genes no presentaron cambios, o bien redujeron su expresion
en alguno de los genotipos. A las 96 hs, los cambios en la expresion fueron mas elevados,
en su mayoria incrementos en la expresion de los genes respecto al control en el genotipo

tolerante (Figura 2.12c).
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Figura 2.12: Expresion relativa en hoja de los genes NHX1, SOS1, VP1, CCCy
HKT1 de los genotipos Sy T de L. tenuis en respuesta a 100, 200 y 300 mM NacCl.
Las muestras fueron tomadas a 48 (a), 72 (b) y 96 hs (c) de iniciados los tratamientos
y la expresion relativa fue analizada mediante PCR cuantitativa utilizando el gen SEC-
5A como referencia. Las barras indican el log; de la expresién relativa calculada
mediante el método AACt. (*) indica diferencias significativas entre el tratamiento

salino considerado y el control (p<0,05).
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En raiz no pudo medirse la expresion relativa a las 96 hs. En forma global, al igual que en
hoja, se observaron mayores cambios respecto al control a las 72 hs que a las 48 hs (Figura
2.13). En el primer momento, se incrementé en forma significativa la expresion de CCC y
HKT1 en el genotipo T. El genotipo S redujo en forma significativa la expresion de NHX1,
VP1 y HKT1 en algunos de los tratamientos salinos (Figura 2.13a). A las 72 hs los genes
NHX1 y SOS1 incrementaron en forma significativa su expresion en el genotipo T, mientras
gue los genes CCC y HKT1 redujeron su expresion, mayormente en el genotipo S (Figura
2.13b).

a Raiz - 48 hs
NHX1 S0S1 VP1 ccc HKT1

2,5

1.5 4
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Figura 2.13: Expresion relativa en raiz de los genes NHX1, SOS1, VP1, CCCy
HKT1 de los genotipos Sy T de L. tenuis en respuesta a 100, 200 y 300 mM
NaCl. Las muestras fueron tomadas a 48 (a) y 72 hs (b) de iniciados los tratamientos
y la expresién relativa fue analizada mediante PCR cuantitativa utilizando el gen SEC-
5A como referencia. Las barras indican el log, de la expresion relativa calculada
mediante el método AACt. (*) indica diferencias significativas entre el tratamiento

salino considerado y el control (p<0,05).
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3.2.1. Expresion del gen del antiporter vacuolar NHX1

Se observo una tendencia a favor de la expresion del gen NHX1 en el genotipo S en hoja en
los dos primeros momentos de evaluacién, mientras que en el tercer momento, el
incremento en la expresion respecto al control fue en el genotipo T (Tabla 2.8). En raiz, el

incremento también ocurrié en T y fue significativo a las 72 hs.

El incremento significativo en las hojas del genotipo S ocurri6 en los tres tratamientos
salinos a las 48 hs y en 300 mM NaCl a las 72 hs. El genotipo T mantuvo o redujo la
expresion de NHX1 en estos dos momentos de evaluacion, mientras que a las 96 horas se
incremento la expresion 4,46 veces respecto al control en el tratamiento con 100 mM, y 3,18
veces en 200 mM.

En raiz también existié una expresion diferencial entre los genotipos. S mantuvo o redujo la
expresion de NHX1, mientras T la incrementd significativamente a las 72 hs en todos los

tratamientos salinos, con un maximo de 3,98 veces respecto al control.

Tabla 2.8: Mapa de calor de la expresién relativa del gen NHX1 de los genotipos Sy
T de L. tenuis en distintos tratamientos salinos en dos tejidos y tres momentos. Los
valores indican la expresion relativa calculada mediante el método AACt en escala lineal,
utilizando el gen SEC-5A como referencia.

NHX1

Hoja Raiz

Tratamiento >
(MM NaCl) 48 hs 72 hs 96 hs 48 hs 72 hs

-

S T S T S T S T S T

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1
100 1,74 0,85| 1,93 0,81 || 0,87 -l 1,06 1,02 0,58 2,21*

200 2,39* 0,83 1,61 0,56*( 1,44 3,18*( 0,88 2,12 0,64 | 3,98*

g

300 2,00* 0,81 2,54 0,62*( 0,46 1,42 [0,42* 1,29 0,24  3,96*

(*) diferencia significativa entre el tratamiento salino considerado y el control (p<0,05).

3.2.2. Expresion del gen de la pirofosfatasa vacuolar VP1

El gen VP1 redujo significativamente su expresion respecto al control en las hojas del
genotipo T a las 48 y 72 horas del comienzo de los tratamientos, pero la incrementé en un
maximo de 3,73 veces en hojas a las 96 hs (Tabla 2.9). En raiz, si bien el cambio en la
expresion respecto al control no resultd significativa, a las 72 hs los p-valores resultaron

menores a 0,10 en los tres tratamientos, mostrando cierta tendencia al incremento. El
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genotipo S redujo significativamente la expresion de VP1 en raiz a las 48 hs.

Tabla 2.9: Mapa de calor de la expresion relativa del gen VP1 de los genotipos Sy T
de L. tenuis en distintos tratamientos salinos en dos tejidos y tres momentos. Los
valores indican la expresion relativa calculada mediante el método AACt en escala lineal,
utilizando el gen SEC-5A como referencia.

vP1
Hoja Raiz
T(rrﬁ‘t,\fjl‘"lll'aeglt)o 48 hs 72 hs 96 hs 48 hs 72hs | >1
s T|ls T|s T|s T|s T
0 1 1|1 11 1|1 11 1
100|084 080|106 057|074 3785 0,35 107|038 157|
200 |071 059|065 0,26¢ 0,99 3,15¢|0,30* 2,05 04 2,72
300 |078 0440%] 070 -|0,55* 1,72 |0,24* 0,89 | 0,57 2,29 f

(*) diferencia significativa entre el tratamiento salino considerado y el control (p<0,05).

Al comparar los mapas de calor de NHX1 y VP1 (Tablas 2.8 y 2.9), se puede observar una
clara relacion entre los cambios de expresion de estos genes en el genotipo T. Esto no

ocurrié en igual medida en el S.

3.2.3. Expresion del gen del antiporter de la membrana plasmatica SOS1

El gen SOS1 fue el que méas incrementd su expresion respecto al control en las hojas del
genotipo T a las 96 hs de iniciar los tres tratamientos salinos, y en raiz a las 72 horas de
exponerlo a 200 mM NacCl (Tabla 2.10). Por otra parte, el genotipo S mantuvo o redujo la

expresion de SOSL1 en los dos tejidos.
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Tabla 2.10: Mapa de calor de la expresion relativa del gen SOS1 de los genotipos S
y T de L. tenuis en distintos tratamientos salinos en dos tejidos y tres momentos.
Los valores indican la expresion relativa calculada mediante el método AACt en escala
lineal, utilizando el gen SEC-5A como referencia.

SOS1

Hoja Raiz
Tratamiento >1
(mM NaCl) 48 hs 72 hs 96 hs 48 hs 72 hs -

S T S T S T S T S T

0 1 1 1 1 1 1 1 1

100 15 092]0,76 0,85 1,39 157(0,92 1,19 i
200 1,63 1,27 0,5 0,60* 2,47 2,03 0,94 -

300 0,55 1,05(0,61* 1,07 1,16 10,36 |0,51* 2,30 !

(*) diferencia significativa entre el tratamiento salino considerado y el control (p<0,05).

3.2.4. Expresion del gen del cotransportador CCC

El gen CCC increment6 significativamente su expresion respecto al control en las hojas del
genotipo S a las 48 hs en los tratamientos de 100 y 200 mM, y a las 72 horas en el de 300
mM NacCl (Tabla 2.11). Si bien se observé cierta tendencia en los dos genotipos a aumentar
su expresion en hojas a las 96 hs de iniciados los tratamientos, solo resulté significativa en
el genotipo S bajo 300 mM. El genotipo T present6 un pico de expresion en raiz a las 48 hs,

pero esto no se observo en la siguiente medicion.

Tabla 2.11: Mapa de calor de la expresién relativa del gen CCC de los genotipos Sy
T de L. tenuis en distintos tratamientos salinos en dos tejidos y tres momentos. Los
valores indican la expresion relativa calculada mediante el método AACt en escala lineal,
utilizando el gen SEC-5A como referencia.

CCC

Hoja Raiz
Tratamiento >1
(MM NaCl) 48 hs 72 hs 96 hs 48 hs 72 hs -

S T S T S T S T S T

0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
100 1,99* 121} 153 094 1,18 2,18 0,71 12 i
200 2,12* 1,33| 1,64 0,78 | 1,24 2,554 | 0,81 2,66* 0,32*
300 1,48 1 |1,88* 0,98 0,64* 1,75| 0,47 0,42* 0,69 !

(*) diferencia significativa entre el tratamiento salino considerado y el control (p<0,05).
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3.2.5. Expresion del gen del transportador HKT1

El gen HKT1 redujo significativamente su expresion respecto al control en las hojas del
genotipo S a las 48 y 72 horas del comienzo de los tratamientos. En el genotipo T se
incrementé mas de dos veces la expresion en hoja a las 96 hs; y entre dos y seis veces en
raiz al exponerlo a 100 y 200 mM NaCl durante 48 hs (Tabla 2.12).

Tabla 2.12: Mapa de calor de la expresion relativa del gen HKT1 de los genotipos Sy
T de L. tenuis en distintos tratamientos salinos en dos tejidos y tres momentos. Los
valores indican la expresion relativa calculada mediante el método AACt en escala lineal,
utilizando el gen SEC-5A como referencia.

HKT1
Hoja Raiz
T(rrﬁ}\‘jl‘”,:l':glt)o 48 hs 72 hs 96 hs 48 hs 72 hs i
s T1ls T|ls Tt|s T|s T
0 1 1|1 1)1 11 1|1 1
100|082 o068| 06 150|007 176|042 117|034 383|
200 | 055 069]031* 1,13] 0,66 261|034 2,15%|0,29* 1,15

300 0,34* 0,78 0,32* 0,58 | 0,46* 2,13*( 1,25 m E

(*) diferencia significativa entre el tratamiento salino considerado y el control (p<0,05).

3.2.6. Correlacion en la expresiéon de los genes estudiados

La expresion del gen NHX1 y la de VP1 presentaron correlacién significativa y positiva con
las de los demas genes. A su vez, la correlacion entre estos dos genes fue las mas alta
(Tabla 2.13).

Tabla 2.13: Correlacion en la expresion relativa en condiciones salinas de cinco genes relacionados
con el transporte de Na*. Se muestran los coeficientes de correlacion de Pearson significativos (p<0,05)
calculados a partir de los log de la expresion relativa. En la primera fila se observa el coeficiente en negrita
y en la segunda el nivel de significancia.

NHX1 SOS1 VP1 CCC
0,56
SOS1 0’601
0,79 0,54
VPl <O,’0001 0,’002
0,52 0,393
cce 0,003 0,032
0,39 0,51
HKTL 0,631 0,604
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Al calcular los coeficientes de correlacion de la expresion de los genes para el genotipo T, se
encontré correlacion entre NHX1, SOS1 y VP1 (Tabla 2.14).

Tabla 2.14: Correlacion en la expresion relativa en condiciones salinas de cinco genes
relacionados con el transporte de Na* en el genotipo T. Se muestran los coeficientes de correlacion
de Pearson significativos (p<0,05) calculados a partir de los log, de la expresion relativa. En la primera
fila se observa el coeficiente en negrita y en la segunda el nivel de significancia.

NHX1 SOS1
0,75
SOS1
<0,0001
0,93 0,76
VP1
<0,0001 <0,0001
CCC
HKT1

En el caso del genotipo S, NHX1 se encontré correlacionado con VP1 y CCC, y este ultimo
con SOSL1. A su vez, las correlaciones fueron menos significativas que las calculadas para T
(Tabla 2.15).

Tabla 2.15: Correlaciones entre las expresiones relativas de cinco genes relacionados con el
transporte de Na en el genotipo S. Los coeficientes se estimaron a partir de los log de la expresion
relativa. Se muestran los coeficientes de correlacion de Pearson significativos (p<0,05). En la primera
fila se observa el coeficiente en negrita y en la segunda fila el nivel de significancia.

NHX1 SOS1
SOS1

0,79
VP1

0,02

0,82 0,59
CCC

<0,0001 0,02

HKT1
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4. Andlisis in silico de la regiéon 5’ del gen LtNHX1 en dos genotipos contrastantes
frente a salinidad

4.1. Identificacion y amplificacion de la region 5’ de LtNHX1

En base a herramientas bioinformaticas, se encontré la secuencia Lj5g3v1427750.2 de la
base de datos de L. japonicus del Instituto Kazusa que presenta una region con un 99 % de
identidad en una cobertura del 22 % con la secuencia de LINHX1. Se disefiaron cebadores
directos sobre la region 5’ de la secuencia (aguas arriba del ATG inicial del gen predicho
LjNHX1), y cebadores reversos sobre el final de la region 5’ y la secuencia de LtNHX1. Se
realizaron reacciones de PCR sobre ADN gendémico de una planta de L. tenuis. Se lograron
amplificaciones de fragmentos de entre 611 y 1658 pb de la region 5’ (Figura 2.14).

PrNHXF1 PrNHXF10 Hin};"” PrNHXF11 PrNHXF12 PrNHXF13 Hm}a”,
[ ]
PrR1 R7 PrR1 R7 PrkR1 R7 PrR1 R7 PrR1 R7
2027 2032
- 2027
- ] - 1658 10
- 857
785 564 ‘ 1393
611 683 - 1321
¥ 912
564
a b

Figura 2.14: Amplificacion de fragmentos de distinto tamafio de la region 5’ aguas arriba del ATG inicial
de LtNHX1. a. Amplificaciones con las combinaciones de los cebadores directos PrNHXF1 y PrNHXF10. b.
Amplificaciones con las combinaciones de los cebadores directos PrNHXF11, PrNHXF12 y PrNHXF13. En el
recuadro blanco se indica el cebador directo, y debajo el reverso. En los dos geles se utiliz6 el marcador de
peso molecular Lambda DNA/Hindlll (ThermoFisher, Estados Unidos).

4.2.  Andlisis in silico la regién 5’ de LtNHX1

El fragmento de 1321 pb de la region 5’ se cloné en el vector pCR™8/GW/TOPO™ vy se
secuencio. Se realizé un andlisis de alineamientos mdultiples con la herramienta Clustal
Omega entre el fragmento secuenciado y las regiones 5’ de las secuencias NHX1 de otras
leguminosas (C. arietinum, G. max, L. japonicus, V. radiata, Medicago truncatula, Phaseolus
vulgaris). Presentaron una similitud de entre 38,93 % y 54,79 %, con excepcion de L.

japonicus, que present6 un 93,55 % de similitud (Tabla 2.16).
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Tabla 2.16: Identidad (%) entre el fragmento secuenciado de la region 5’ de LtiNHX1y
las de genes NHX1 de otras leguminosas, segun el andlisis Clustal Omega.

Lotus tenuis
Lotus japonicus 93,55
Glycine max 54,79
Vigna radiata 49,91
Medicago truncatula 40,02
Phaseolus vulgaris 38,93

En la figura 2.15 se observa el alineamiento entre las dos secuencias del género Lotus.

Lotuz japonisusz S AACGAALCS CRAAACGIECATTAT I TCAGT I T RATT I T I T LT II TITACTAACAAT CRAT CAAAATCGA AATAMATTIITANIT GRICAATTIITIATTIICACCTAALA
Lotus termisz 5’ 4 AACGAACCRATCAAACCGTITCATIATCGGT TCAGTI ITRATTI I T — T I TI T T TACT AACAAT CRATCAAAATCGAAT CAATAAATTI TAAT TGRATCAATITITGATTTCACCT AAAA

B RN SRR RN AR RN RN RRNRRRRRARRRRRRRRRERRE AR AN A AR AR R NN AR RRRRRANARNRRRRNRRRRRERRRNRRRRRRRRRRNNS RARRRRRRRRAS

Lotus japenisuz 5’ M/ GIGGIC-AAACCRAAAGCAAATACCCTAATTGTGATGT AGATTATTI TAGCAAAAT CACACAT GTATGAAACCAT GAGAT TAT GACAACAAAAAAT GT AATTAAACCAAACTTAAAAGT
Lotus termisz 5N/ GIGGTTGARACTGRAAAGCAAAT ACCCTAATTGT GATGT AGATTATTI TAGT AAAATCACACAT TTATGAAACCATGAGAT TAT GACAAGARA AAAT GT AATT AAACCAARCTTAARAGT

BEBAR  BARA SAARANARAAAANAANRRRRRARARRARRARARRRRARA RANARRARARAAN SARARRARARAANRRRANARARNE AARARANRANRARARNRRARANRARNARAS

Lotuz japenisuz 5’ M/ GATAATTGAGGAGAGAAAATTACTCCAATCACGTGTAAC-——=———=——=———=——AATCCTCGCTTACAT AAGCGTRATTAGIGTACCACTAATCAAGCTTAT CAAATCCCCCGT
Lotus termiz 5’/ GATAATTRAGGAGAGCAAATTACT CCAATCACGT GTAACGT AT GAAGGT AGGAAGGACT AATCCTCGCTTACAT AAGCGT AT TAGTGTACCACTAAT CAA ————==-ATCCCCCGT
BARARNARANRNRANA RARNARANRRNNRRINARANRIS B AN AR AR RN RN AR ARRRRRRRARRRRRRRRRARARRNRS sasssnnas

Lotuz japonisuz 5N/, GGCAGGTCACACACCACACRTCCCCAAATCAGCATCCAAGTCATCCAAGCTGCTTAGCI TAACACGCACGCGTCGT ACATTAACAAACCTCCTTRTAGRTATTATGAACCGTGITCTG
Lotus termi=z 5NN/ GGCAGGTCACACACCACACRTCOCGAAAT CAGCATCCAAGTCATCCAAGCT GCTTAGCI TAACACGCACGCGTCGT ACATTAACAA A CTCCT TR TARTATT ATGAACCGTGITCTG

B R AR AR AR RR RN AR RS SRR AR ARA SRR AR R RRAR RN AR RRRANR AR AR R A RR AR R RN AR AR RRRRARA R RRRRRARARRRRARRSRARRIRARRRRARRIRAS

Lotuz japenisuz S'N/ TITCICIICITCIGICICIGICCGCACTGICCICTAACRTCGICITCCATTTICICTCATTT TCCAGAGCT TICATCI TCCCCTCATTTCI CGCITCCACGCTAATTITICCCITCCA

Lotuz termi=z 5’N. TITCTCTTCITCIGT CICT G CCGCACTGT CCT CTCAACGATCGT CTT CCAT T T TC ~——==—=-CAGAGCT TTCATCT T CCCCT CAT TT CT CGCTTCCACCCTAATTTTT CCCT CAAT
BB RN A AR RR RN AR RARRRRRARIRARARRARARRRRRRRARARRIAS BARRRARAARARRRRANRARANRARINARRRRANAS ARRARARRRRAIS

Lotuz japonisuz SN/ TICTCAATTIT TCGICGITICTCTIGITGCIICITTACCTGATI TCITICICGIT T TRGCTITGATIGITGITCCCIGAAT AAATTCCCGGGTIGRACCA

Lotusz termi=z 5’'NH/ TITCATTICCATITAGC I TCTCGIGCAATT TTCCICGTITICICTGTTGCITCATTACCTGATI TCITICICGT TTCRGCTIGCATAAATTCCCGGGTGGAACCA
s ss s B SERSRRRNRRRNNARNNN SRARIRRRNNRRARARNNNS . B s REsssRsRRRRANs ReRRss

Lotus japonisuz S'NH/ TCGTACAGAGCTGAACAAGICITCAGATICGICGGRAATTCGAACAAGGGACTGGI TCTTAGCTI TICICIGI TCGAATTICTTIGGAATACCGICARAATCATAGATACTATICTCAATGT
Lotus termis 5N TCGTACAGAGCTGAAGAA TTCAGATTCGOCGGGAATTCGAAT: TGGITCTITAGCT T ICICIGI TCGAATT CTIIGGAATACCGT CAAAATCATAGATACTATICTCAATGT

SRR SRRARSNRRNEA SRARRANANRRARRRSRARRRRRNRRRE RANASE SASRARARRSARNASRRSRARSRARNRRRIRRRRRRRRRINRRRRRANRARARRIRANRRRARRRASS

Lotus japonisuz S'NH/. TGCTGITAAGCGCITIGETAAGCACTITITCAGCTRATCAGCCAATIGT TTATCTCCAAATTCTCI TTCIGGTT T TGC T GIAGCAGGGTTTCATCITCTCTTGITCAATATTTAACCAA
Lotuz termi=z 5’ NH/ TGCT AT TAXCCGCITTGET AAGCAC T TCI TCAGCTRATCAGCCTATI GT T T TCI CCAACATT CICT TIIGGII T T IC L GIAGCAGGGT T TCATCITCTCI TGI TCAAGATTTAACCAA.

SRR BARA AARAARSRARRARARAS ARASRARARRARARAE AANARAS AARARARRANRRRRRARRRRANAS ARRNNARARNIRRNRARANRARRRRINRNNS ARRARRRRAS

Lotuz japonicuz 5N/ AAAATGTTIIGATITTT-—TITITCTAAAACTICATCACCITAAATTIGAATTGATTATGCT TAGAGGT TAAT T CTTTACAAT TTTGICTTIGCCCCCCATAATTTIGI TITTTTAATT
Lotus termisz 5N/ AR AATGTTTIGATT T T T T IT T T TCT AAAACTI CATCACCTI TAAAT T GAAT TGAT TATGC T TAGAGG T TAAT TI CT TTACAAT TT T TTCT TI GCCCCCCATAATTTIGI TT TTTTAATT

B A RRSSRNRRRRRNS  SSARSASARS RSN RN RS AR RE SRR NSRRI RN RSNNRRRNRSRNRRRNRRRSNENAs SRRARSSAERSNRRRSNRIRARRERSRRRRES

Lotuz japonicuz 5’ N/ TTAATGTATGCATCITAGGAAGAATCTIGCTAGTTGCTACCAAGTAGETGCTGCTGGTGICAAC AT TTTAAT T ATGGAAAAT TTTTTCATI TGIGI TIGT TACTGT AATT GCAGAGAT
Lotuz termi=z 5N/ TTAATGTATGCATCT T AGGAAGAAT CT TG T AG T TGCTACC ARG T AGE T GCT GCTGGT GT CAACATT TTTAATTTATGGAATTI TT T T CATGI GIGT TTGTI TACT GTAATT GCAGAGAT

PR AR AR AR AR RR AR AR AR AR AR RR AR AR AR R AR A RA R RN AR AR R AR ARARRRRRRRARARRRRARAARARA ARRARARAA ARARRARRARARNRRRARANRARRRNAN

Lotus japonisuz 5N/, CITTIGCTGATRGATCARTGGITTATGAAATGRACAX TAGARTATAAATITGRATCATTTA-CCACT TGATTT TGAACTTGGCAACT AAGGAATT ATTI GAATTTGT GTGAAAT
Lotus termiz 5'N{/ KITITIGGIIATRGATCARTGEI TTAIGAAA TGRACAC TAAGAR TATAAATI TGRATCATTTTACCACT TGAATI TGAAC T TGGCAACT TAGGAATTATCTGAATTTCIGTIGAA —

BERARNANA BARARRSSARRARANARRRRRIRARARRSRRRRARARRARANRANRARARRRRRAR ARRARARA ARRAARARARRARANR SARRANAAN RRARANA RARRAS

Lotuz japonicuz 5N/, CTCAAATCTGCTITIGIGATTACTCATIGIGRAGGGIGGAACAAA
Lotus termi=z 5'NH/. —==—=CIGCTTITGTAATTACTCATTGT GRAGGGIGGAACAAA

BRSNS ANN SRRARNRARANRSNRNRINRRRENISS

Figura 2.15: Alineamiento de la region 5’ secuenciada del gen NHX1 de L. tenuis y la region 5’ del posible
gen NHX1 de L. japonicus. (*) indica coincidencia de bases.

Se realiz6 el analisis de la secuencia mediante PlantCARE y AtPAN hallando posibles sitios
de unién de factores de transcripcion y elementos reguladores en cis de tipo MYC, MYB y
ABRE, entre otros (Tabla 2.17 y Figura 2.16).
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Tabla 2.17: Prediccion de elementos reguladores en cis relacionados con estreses abidticos de la regién

5’ de LtNHX1. Se indica el elemento, la secuencia, en qué posicion se encuentra, como son inducidos, en qué

especie se basa la prediccion y con qué herramienta bioinforméatica se realizo.

Elemento cis Secuencia Posicion Induccién Especie Herramienta
Acido abscisico, , )
ABRELATERD1  (C)ACGTG 269 (-), 270 (+) salinidad, estrés ~ A\rapidopsis AtPan,
hidrico thaliana PlantCare
202 (+), 355 (-), 390 - . Arabidopsis
WRKY71 TGAC (), 777 (), 1104 () Acido abscisico thaliana AtPan
) Lycopersicon
Acido abscisico, esculentum, AtPan,
MYB CTGTTG 623 (+) estrés hidrico Arabidopsis PlantCare
thaliana
) Lycopersicon
Acido abscisico, esculentum,
CGGTTA 812 () estrés hidrico Arabidopsis AtPan
thaliana
Antirrhinum
majus,
) Phaseolus
Acido abscisico, vulgaris,
AACCAAAC 223 (%) estrés hidrico Petunia AtPan
hybrida,
Arabidopsis
thaliana
188 (+), 876 (), s . o
Acido abscisico, Nicotiana
(T/A)AACCA 222 (+), 919 (¥), estrés hidrico sylvestris AtPan
1171(-) 1186 (-) )
119 (), 919 (+), Acido abscisico, Arabidopsis
(TIC)AACCA 1171() estrés hidrico thaliana PlantCare
) Nicotiana
Acido abscisico, tabacum,
CAACAG 622() estrés hidrico Arabidopsis PlantCare
thaliana
269 (+,-), 836 (+,-), i L . .
MYC CACGTG 1135 (+.-), 1183 (+,-), AC|do'abs:C|s_|co, Arablqlopss AtPan,
estrés hidrico thaliana PlantCare
1235 (+,-)
LTR CCGAAA 372 (+) Baja temperatura Hordeum PlantCare
vulgare
STRE AGGGG 540 () Arabidopsis - pranicare
TATA-Box ATATAA 1212 (+) - Elre"’:i'gg PlantCare
TACAAA 1287 () - Oryza sativa PlantCare
TATA 1213 () - Arabidonsis — pianicare
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5‘ 3|
0 pb 1321pb
I WY ¥ ¢+ v \j v Y VYY
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LiNHX1
ABRELATERD1 ¢ WRKY71 @ MYB A MYC A LTR & STRE TATA-Box A

Figura 2.16: Prediccion de elementos reguladores en cis relacionados con estreses abidticos de la regiéon 5’ de
LtNHX1 mediante las herramientas bioinformaticas PlantCare y AtPan.

4.3. Andlisis in silico comparativo de la regiéon 5’ del gen LtNHX1 de dos genotipos

con comportamiento contrastante frente a la salinidad

Se amplificaron 1321 pb de las regiones 5 del gen NHX1 de los genotipos Sy T (Figura
2.17).

Figura 2.17: Amplificacion de la region 5 de LtNHX1 de los genotipos T y S. Se realizaron dos
repeticiones de cada reaccion de PCR y se resolvieron en gel de agarosa (0,8 %). L1Kb: marcador de
peso molecular Ladder 1kpb plus (PB-L, Argentina).

Se lograron secuenciar en forma confiable 1192 pb en los dos casos y se realizd su analisis
in silico. Para los alineamientos mudltiples se incluyeron las secuencias del género Lotus
analizadas en la seccion anterior. Es de destacar que la region 5’ del gen NHX1 del genotipo
S presentdé mayor identidad con la secuencia de L. japonicus que con las otras dos,

pertenecientes a su misma especie (Tabla 2.18). Las secuencias mas similares fueron las

112



Capitulo 2

del genotipo T y la secuencia de L. tenuis secuenciada previamente, ambas provenientes de
FMH del programa de mejoramiento genético de la Ul UNNOBA-INTA, con lo cual pudieron

presentar un origen comun.

Tabla 2.18: Tabla 2.: Identidad (%) entre los fragmentos secuenciados de las regiones 5’
de LtNHX1 de los genotipos Sy T de L. tenuis, la secuencia disponible de L. japonicus y

de una secuencia de L. tenuis secuenciada con anterioridad.

T - L. tenuis L. tenuis anterior L. japonicus
S - L.tenuis 94,68 95,70 96,56
T - L. tenuis 97,37 93,46
L. tenuis anterior 95,10

Si bien las secuencias de los genotipos S y T presentaron alta similitud, existieron algunas
inserciones, deleciones y polimorfismos de nucleétidos Unicos. Esto gener6 diferencias en la
cantidad de elementos reguladores y sitios de unién de factores de transcripcion predichos
por las herramientas bioinformaticas (Tabla 2.). Las diferencias observadas no pueden por si
mismas relacionarse con la tolerancia o susceptibilidad del genotipo. Mas aun, el genotipo
susceptible presentd mayor cantidad de elementos predichos relacionados con estrés
abidtico (Tabla 2.19 y Figura 2.18).

Tabla 2.19: Elementos reguladores predichos en la regién 5’ del gen NHX1 de los genotipos Sy T
de L. tenuis. Se indica la funcién y la cantidad predicha de cada elemento segun el andlisis realizado
con dos herramientas, PlantCARE y AtPAN. En gris se indica la mayor cantidad, si la hubo, en cada

caso.
., PlantCARE AtPAN
Funcion Elemento
S T S T
Respuesta a ABAy ABRE 3 3 2 2
deshidratacion
REE LR ACGTATERD1 4 4
deshidratacion
Respggsta a estrés Myb 5 3 8 9
s abiotico y otras
= .
= Respggsta a estrés Myc 5 1 12 10
2 abidtico y otras
3 Respggsta a estrés STRE 5 1
3 abidtico y otras
= Respuesta a estrés
(%2]
L abidtico y otras Wrky71 R 3
Anaerobiosis ARE 3 4
Anoxia GC 1 0
Baja temperatura LTR 1 1
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Tabla 2.19: Elementos reguladores predichos en la regién 5’ del gen NHX1 de los genotipos Sy T
de L. tenuis. Se indica la funcion y la cantidad predicha de cada elemento segun el andlisis realizado

con dos herramientas, PlantCARE y AtPAN. En gris se indica la mayor cantidad, si la hubo, en cada

caso.
., PlantCARE AtPAN
Funcion Elemento
S T S T
Respues,ta a ,epleno y SR1 > >
estrés biodtico
Respuesta a auxina ARF 1 1
Requesta aauxinay ASF-2 6 4
o acido salicilico
©
5 Respuesta a citoquinina ARR1 20 19
£ :
5 Respuesta a etileno ERE 0 1
T
Respuesta a giberelinas GARE 1 1
Respuesta a metil- CGTCA 1 1
jasmonato
Respuesta a metil- TGACG 1 1
jasmonato
Heridas WUN 1 1
2 Respuesta a la luz ATCT 0 1
o) Respuesta a la luz GT1 4 4 21 28
Respuesta a la luz Spl 1 0
TS5 Union de proteinas F-Box 1 1
c o
2 e Union de proteinas G-Box 1 1
T O : —
% o Frecuenciay _eﬂqenua CAAT 24 24 14 15
2a de transcripcion
s Inicio de transcripcion TATA Box 2 2 1 1
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SPrNHX1 CAATAAATTTTAATTGGATCAATTTTTGATTTCATCTAAAAGTGG-TCAAACCGAARAGCAAATACCCTAATTGTGATGTAAATTATTT TAGTMTCAO\CATTTAT@TGAG

TPrNHX1 CAATAAATTTTAATTGGATCAATTTTTGATTTCACCTAAAAGTGGTTCAAACCGAARAGCAAATACCCTAATTGTGATGTAGATTATTTTAGTAAAATCACACATTTAT! TGAG
* *x * *

SPrNHX1 ATTATGACAACAAAAAAT----- GTAAT TTAAAAGTGAATAATTGAGGAGAGAAAAT TACTCCAATCACGTGTAACGTATGAAGGTAGGACTAATCC TCqC.'[‘TACATABG
TPrNHX1 ATTATGACAAGAAAAAATGTAATGTAAT TTAAAAGTGAATAATTGAGGAGAGCAAAT TACTCCAATCACGTGTAACGTATGAAGGTAGGACGAATCCTCGCTTACATAAG
dokkkkokkkkk kkkkkkk *kkkk R E L R iR AR E e T e e e T T
SPrNHX1 CGTGATTAGTGTACCACTAATCAAGCTTATCAAAS 'GGCAGCTCACACACCACACGATCCCCAAATCAGCATCCARGTCAT! CCAAGGTGC‘I‘TAGCTTAACACGCACGCGTCIGTA
TPrNHX1 CGTGATTAGTGTACCACTAATCAAGCTAATCAAATCCCCTGTGGCAGCTCACACACCACACGATCCC-AACTCAGCATCCAACTCATG-AAGCTGCTTA-———~ -ACACGCACGCGTCGTA
B R L L T L R A T T T e hkkkkk kR AR RRERRR

SPrNHX1 CATTAACAAACCTCCTTGATAGATATTATGAACCGTGTTCTGTTTCTCTTCTTCTGTCTCTGTCCGCACTGTCCTCTCAACGATCGTCTTCCATTT LCTCTC'.ATTNAGC'ITTCATCTT?
TPrNHX1 CATTAACAAACCTCCTTGATAGATATTATGAACCGTGTTCTGTTTCTCTTCTTCTGTCTCTGTCCGCACTGTCCTCTCAACGATCGTCTTCCATTTTCCA-——-———-GAGCTTTCATCTT

* *kx * P e T T
SPrNHX1 ICCCTFATTTCTCGCTTCCACCCTAATTTTTCCCTCCGATTCACAA‘I‘TATCTCGCCC wwwwwwwwwwwwwwwwwww GT'[‘#CTCTGTTGFTTC"A'I“I‘ACCTGA‘I‘TTCTTTCTCG[‘TTTGAGCT
TPrNHX1 CCCTCATTTCTCGCTTCCACCCTAATTTTTCCCTCAATTTTCCATTTCCATTTAGCTTCTCGTGCAATTTTCCTCGTTTCTCTGTTGCTTCATTACCTGATTTCTTTCTCGTTTCGAGCT
* *k k% kK * *Ex *kkkk

SPrNHX1 TGATTGATGGTCCCTGAATAAATTCCCGGGCGEAACCATCGTACAGAGCTGAAGAAGTCTTCAGATTCGCCGGRAATTTGAATAAGGGATTGGTTCTTAGCTTTCTCTGTTCGAATICTT
TPrNHX1 TG-------==—====-= CATAAATTCCCGGGTGGAACCATTGTACAGAGCTGAAGAAGTCTTCAGATTCGCCGGGAATTTGAATAAGGGATTGGTTCT TAGCTTTCTCTGTTCGAATTCTT
*k B R i R T e e e 2]

SPrNHX1 TGGAATACC GTCH‘AAATCATAGATACTATTCTCAATGTTGCTA'I"TAACCG:C'I"TTGG'I‘AAGCACTTCT'l;‘CAGCTGAATCAGCCTATTGTTTT‘I‘CTCGAAATTCTCTTT TTCTGT
TPrNHX1 TGGAATACCGTCAAAATCATAGATACTATTCTCAATGTTGCTATTAACCGCTTTGGTAAGCACTTCTTCAGCTGAATCAGCCTATTGTTTTTCTCCAAATTCTCTTTT ITTCTGT

e e e e e e e Lt L P e e s et Ll

SPrNHX1 AGCAGGGTTTCATCTTCTCTTGTTCAAGATTTAACCAAAARATGTTTTGATTTTT-TTTTTTTCTAARACTTCATCACCTTARATTTGAATTGATTATGCTTAGAGGTTAATTTCTTITAC

TPrNHX1 AGCAGGGTTTCATCTTCTCTTGTTCAAGAT TTMCMT GTTTTGATTTTTTTTTTTTTCTARAACT TCATCACCTTAAAT TTGAATTGATTATGCTTAGAGGTTAATTTCTTTAC
* *kx *

SPrNHX1 AATTTTTTCTTTGCCCCCCATAATTTTGTTTTTTTAATTTTAATGTATGCATCTTAGGAAGAATCTTGCTAGTTGCTACCAAGTAGGTGC TGCTGG'I‘GTCA:ACATTT TTAATTTATGGAA
TPrNHX1 AATTTTTTCTTTGCCCCCCATAATTTTGTTTTTTTAATTTTAATGTATGCATCTTAGGAAGAATCTTGCTAGTTGCTACCAAGTAGGTGCTGCTGGTGTCAACATTTTTAATTTATGGAA

* Kok ok * kK Kk E R e e L Fkkkx

SPrNHX1 TTTTTTT“‘CATGTGTG'I‘I‘TGTTACTGTAAT'I‘GCAG.AGA’I‘GC’I"I‘TTGT_'I'GATGAGATCAGATGGTTCATAGAATGGACAGCTCAGAGATATAAATTTGGATCATTTTACCAC.'[‘TGATTTTG
i St |

TPrNHX1 TTTTTTTTCATGTGTGTTTGTTACTGTAATTGCAGAGATGCTTTTGGTTATGAGAT ATGAAATGGACAGCTCAGAGATATAAATTTGGATCATTTTACCACTTGAATTTG

B R e e I et R e i L I s e e 22 2

SPrNHX1 AACTTGGCAACTAAGGAAT

TPrNHX1 AACTTGGCAACTTAGGAAT r — : — .
eietvvetiretwl asre | 1R | || wve |[eme ||wer T [ |[F,

Tabla 2.18: Alineamiento de la region 5’ del gen NHX1 de los genotipos S y T de L. tenuis (SPrNHX1 y

TPrNHX1 respectivamente. (*) indica coincidencia de bases. Se indican en colores los elementos reguladores
relacionados con estrés abidtico predichos con las herramientas bioinforméticas PlantCARE y AtPAN.
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DISCUSION

El presente estudio se realiz6 con el fin de conocer de forma mas acabada la relacion entre
la acumulacioén y transporte de iones y la tolerancia a la salinidad en Lotus tenuis. Para esto,
se compararon en condiciones salinas el peso seco, la sobrevivencia, el contenido de iones
y la expresion relativa de genes codificadores de transportadores de membrana de dos
genotipos previamente seleccionados por su comportamiento contrastante frente al estrés

salino.

Se confirmaron las diferencias existentes en la tolerancia a la salinidad entre los genotipos,
tanto en la reduccién del peso seco luego de 28 dias de exposicion a 100, 200 y 300 mM de
NaCl, como en la sobrevivencia en los dos tratamientos mas severos (Figuras 2.3, 2.4 y
2.6).

Se evalué el contenido de iones en los distintos tejidos, con intencién de determinar el
mecanismo de tolerancia a la salinidad preponderante. El genotipo susceptible acumulé en
promedio mas Na* y CI que el genotipo tolerante en todos los tejidos evaluados (Figura 2.7).
En coincidencia, en un estudio con L. tenuis, Teakle et al. (2006) asociaron un mayor efecto
del estrés salino con una mayor acumulacién de Na* y CI en la parte aérea. Debido a que la
toxicidad de estos iones es mayor en hojas que en raices, la eficiencia en la exclusion de los
mismos por parte de las raices, la carga en el xilema o la eliminacién de los mismos en parte
aérea es determinante en la tolerancia (Munns, 2002; Munns & Tester, 2008; Shabala, 2013;
Tester & Davenport, 2003). Los resultados de este estudio sugieren que el genotipo
susceptible fue menos eficiente en estos mecanismos que controlan los contenidos de iones

en los tejidos.

La relacion K'/Na® se considera determinante en la tolerancia a salinidad debido a la
importancia del K* en el metabolismo celular, y la tendencia del Na* a desplazarlo cuando se
encuentra en altas concentraciones (Maathuis & Amtmann, 1999; Shabala & Cuin, 2007;
Shabala & Pottosin, 2014). En concordancia con esto, el genotipo tolerante presentd en
promedio mayores contenidos de K* y menor disminucién respecto al control que el
susceptible, con valores cercanos al 100 % (Figura 2.8b). EI menor incremento en el
contenido de Na®, y la menor disminuciéon en el de K*, propiciaron una mayor relacion
K*/Na*, cuya correlacion con la tolerancia a la salinidad se encontr6 en diversas especies
(Chakraborty, Bose, Shabala, Eyles, & Shabala, 2016).

En relacion al control, el genotipo tolerante no solo presentdé menores incrementos de Na* y

Cl en hoja y tallo, sino que la acumulacion de estos iones en raiz fue superior que en el caso
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del genotipo susceptible (Figura 2.8). Esto podria indicar una mayor compartimentalizacion
de iones en las vacuolas de las raices, lo cual depende del antiporter NHX1 (Munns &
Tester, 2008). En este trabajo, el genotipo tolerante incrementd la expresion del gen NHX1
en raiz en condiciones salinas hasta cuatro veces respecto al control, lo que indicaria la
existencia de este mecanismo (Tabla 2.8). Si bien el mismo esté descripto principalmente en
las hojas (Apse et al.,, 1999; Munns & Tester, 2008), recientemente en una comparacion
entre trigo duro y trigo pan se ha demostrado que el mayor secuestro de Na* en las vacuolas
de las raices puede conferir tolerancia diferencial a la salinidad (H. Wu et al., 2018). En hoja,
la expresion de NHX1 dependié del momento de evaluacion. A las 48 y 72 horas de
exposiciéon a los tratamientos salinos, el genotipo susceptible incrementd el nimero de
transcriptos respecto al control; mientras que a las 96 horas, fue el genotipo tolerante el que
activo la expresion del gen (Tabla 2.8). En coincidencia con los cambios en la expresion de
NHX1, el genotipo tolerante presentdé menores contenidos de Na* respecto al control en los
dos primeros momentos de evaluacién, y mayores a las 96 horas en los tratamientos de 100
y 200 mM (Figura 2.9). El genotipo susceptible pudo haber activado la expresion de NHX1 a
las 48 y 72 horas como una forma de hacer frente a los crecientes contenidos de Na’,
evitando su toxicidad en el citosol al compartimentalizarlo en la vacuola. Sin embargo, este
mecanismo pudo resultar menos eficiente que la presumible acumulacién en las vacuolas de
las raices realizada por el genotipo tolerante, con la consecuente toxicidad iénica que
determind una mayor reduccion en el crecimiento y una mayor mortandad en las plantas del
genotipo susceptible. Se habia reportado con anterioridad que si bien NHX1 incrementd su
expresion en hojas de genotipos de alfalfa y de frutilla, la particion de Na* en las vacuolas de
las raices brind6 una ventaja adicional para la tolerancia de algunos de ellos (Sandhu et al.,
2017, 2019). Lo mismo ocurrid en una comparacion entre dos genotipos contrastantes de
trigo pan, con un mayor incremento en la expresion de TaNHX1 en raices del genotipo
tolerante (Singh, Mahajan, Singh Kumar, Kumar, & Kumar, 2019); y en genotipos de raigras
perenne (M. Liu, Song, & Jiang, 2018). En este Ultimo caso, no solo hubo un incremento de
la expresion en raices del genotipo tolerante sino también una reduccion en la expresién de

NHX1 en raices del susceptible, coincidiendo en parte con el presente trabajo.

Se realiz6é la secuenciacién y posterior andlisis de la region 5 de LtINHX1 mediante las
herramientas bioinformaticas PlantCARE y AtPAN hallando posibles sitios de uniéon de
factores de transcripcién y elementos reguladores en cis de tipo MYC, MYB y ABRE, entre
otros (Tabla 2.17). Estos elementos estan relacionados con la respuesta al estrés abidtico y
fueron hallados en los promotores de genes relacionados con la respuesta al estrés salino
(P. K. Agarwal et al., 2018; Moghadam, Taghavi, Niazi, Djavaheri, & Ebrahimie, 2012; Tuteja,
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2007) y en promotores del gen NHX1 en otras especies (Nawaz et al., 2014; Tiwari et al.,
2019). Si bien se encontraron diferencias en las secuencias de las regiones 5’ de LtINHX1 de
los genotipos con comportamiento contrastante frente a salinidad, el andlisis in silico no
indica por si mismo que existan diferencias en la regulacion de LtNHX1 entre los mismos.
Para complementar estos resultados se podrian realizar estudios funcionales con
marcadores visualizables que profundizarian los conocimientos sobre la influencia de la
region 5’ en la expresion de LtNHX1, considerando ademas la posible accién reguladora de
los intrones del gen (Rose, 2008).

El gen de la pirofosfatasa vacuolar, VP1, solo incrementd significativamente su expresion
respecto al control en hojas del genotipo tolerante a 96 horas de iniciados los tratamientos
(Tabla 2.9). Sin embargo, presentd una correlacion altamente significativa con la expresiéon
relativa de NHX1 (Tabla 2.13). Esta correlacién también se encontr6 en hojas y raices de
arabidopsis (Jha, Shirley, Tester, & Roy, 2010) y esta relacionada con su funcion, debido a
gue en conjunto con las ATPasas vacuolares, aportan el gradiente de H* necesario para el

funcionamiento del antiporter NHX1 (Munns, 2005).

Por otra parte, la mayor acumulacion de Na* en raices respecto al control en el genotipo
tolerante, y su menor acumulacion en parte aérea, puede indicar la presencia de otros
mecanismos de tolerancia. La exclusién de Na* para controlar el transporte a la parte aérea
es el principal mecanismo de tolerancia para diversas especies y depende de
transportadores como SOS1 o HKT1 (Munns, 2005; Munns & Tester, 2008). El antiporter de
la membrana plasmatica SOS1 permite la exclusion del Na® del citosol en raices,
retornandolo al medio o movilizdndolo hacia el xilema que lo distribuye a parte aérea
(Blumwald et al., 2000; Cuin et al., 2011; Munns & Tester, 2008; Olias et al., 2009). En este
estudio, la expresion del gen SOS1 se vio incrementada en las raices del genotipo tolerante
a las 72 horas de iniciado el tratamiento con 200 mM NacCl, a diferencia del genotipo
susceptible, que no incremento6 su expresién en ningln momento (Tabla 2.10). Esto coincide
con lo hallado en ecotipos de A. thaliana con distinto comportamiento frente al estrés salino:
SOS1 incrementd su expresidn Unicamente en los ecotipos tolerantes y esto se correlacioné
con el contenido total de sodio en la planta (Jha et al., 2010). También se encontr6 expresion
diferencial de este gen en raices de alfalfa (Sandhu et al., 2017) y en trigo, donde el
incremento de los transcriptos en los genotipos tolerantes ocurrié en raices y hojas (Sathee,
Sairam, Chinnusamy, & Jha, 2015).

En hojas, el genotipo tolerante increment6 hasta siete veces la expresion de SOS1 a las 96

horas de iniciados los tratamientos, con cierta tendencia a disminuir la expresiéon con el
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incremento de la concentracion salina (Tabla 2.10). Esto puede indicar una mejor exclusion
de Na" del citosol en las mismas, y mayor movilizacion hacia el xilema, lo que favorece su
transporte (Ismail & Horie, 2017). El gen HKT1 también incrementdé la cantidad de
transcriptos en hojas del genotipo tolerante a las 96 horas, pero con una tendencia contraria
a SOS1, ya que presentd incrementos significativos a mayores concentraciones salinas
(Tabla 2.12). El transportador HKT1 realiza la descarga de Na' del xilema y su carga en
floema, permitiendo su recirculacion desde parte aérea a raiz o de hojas jévenes a hojas
viejas (Davenport et al., 2007; Jabnoune et al., 2009). De esta forma, el transporte de Na*
depende de la accion concertada de SOS1 y HKT1. Es posible que a concentraciones
moderadas, exista mayor actividad de SOS1 con mayor exclusiéon en hojas y transporte por
xilema, mientras que a concentraciones mas severas haya mayor recirculacion a raiz por
medio de HKT1. Lamentablemente, no pudo contarse con resultados de expresion génica en
raices a las 96 horas de iniciados los tratamientos, lo cual permitiria explicar lo que ocurre

en relacion al transporte de forma mas acabada.

Ademas de su aumento en hoja, los transcriptos de HKT1 se incrementaron en raices del
genotipo tolerante a las 48 horas de iniciados los tratamientos, con mayor expresion a altas
concentraciones (Tabla 2.12). Si bien en este estudio los incrementos de la expresion de
SOS1 en raiz a las 48 horas no fueron significativos, se ha reportado una mayor expresion
de SOS1 en condiciones salinas moderadas, con la consiguiente exclusién y carga en el
xilema que permite su llegada a las hojas (Guo et al., 2012; W. D. Zhang et al., 2017). Sin
embargo, en condiciones salinas mas severas, cuando la compartimentalizacion en
vacuolas resulta insuficiente y el Na™ que llega a las hojas debido a la actividad de SOS1
necesita ser redistribuido, la actividad de HKT1 seria mayor (Guo et al., 2012; W. D. Zhang
et al., 2017). Los iones que llegan a raiz a partir de la carga del floema realizada por HKT
pueden compartimentalizarse o participar en la osmoregulacién, lo que genera tolerancia
osmética (Munns & Tester, 2008; Roy et al., 2014; H. Wu et al., 2018). Los mecanismos de
tolerancia mediados por HKT1 y SOS1 pueden ser complementarios a la
compartimentalizacion en vacuolas, ya que el objetivo siempre es eliminar el Na* de donde

produce mayores efectos toxicos.

En sintesis, la exclusion del Na* en raices por medio de SOS1, su compartimentalizacion
gracias a la actividad de NHX1, y la descarga del xilema mediada por HKT1 permiten reducir
o retrasar su llegada a las hojas. Incluso cuando a las 96 horas de iniciados los tratamientos,
el contenido de Na* en hojas respecto al control fue superior en el genotipo tolerante que en
el susceptible, el tolerante incrementd la expresion de los tres genes relacionados con el

transporte y acumulacion de este ion, presumiblemente contribuyendo a la tolerancia. El
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genotipo susceptible activd unicamente la transcripcion del gen NHX1 en hoja a las 48 'y 72
horas de iniciados los tratamientos, lo cual resultd insuficiente para disminuir los efectos

toxicos del Na™.

Si bien la exclusién de CI" ha sido menos estudiada, la correlacién entre la misma y la
tolerancia a salinidad fue reportada sobre todo en leguminosas, entre ellas L. tenuis
(revisado por Teakle & Tyerman, 2010). Los cotransportadores CCC median el transporte de
cationes K" y/o Na* acoplados a CI y han sido considerados candidatos para la exclusion de
CI', aunque existen discrepancias en cuanto a su ubicacién, sus mecanismos de transporte y
su importancia en la tolerancia a la salinidad (Henderson et al.,, 2018). En el presente
estudio, el genotipo tolerante presentdé menor contenido de CI" en relacién al control en hoja
y mayor en raiz en comparacion con el susceptible (Figura 2.8), e incremento la expresion
del gen CCC en este 6rgano en 100 y 200 mM NaCl a las 48 horas de aplicados los
tratamientos (Tabla 2.11). Estos resultados coinciden con un estudio previo en L. tenuis, en
el que una mayor expresion del gen CCC en raiz en condiciones salinas respecto al control,
se relacion6é con un bajo contenido de CI" en parte aérea y alto en raiz (Teakle, 2008). Lo
contrario ocurrié en plantas de arabidopsis con el gen CCC silenciado: mayor acumulacién
de CI en parte aérea y menor en raiz en relacién a plantas wild-type cuando se trataron con
50 mM NaCl (Colmenero-Flores et al., 2007). El genotipo susceptible increment6 la
expresion de CCC en hoja en los dos primeros momentos de evaluacién, aunque no en
todas las concentraciones salinas (Tabla 2.11). Sin embargo, al no estar completamente
estudiado el mecanismo de transporte de CCC, no se puede concluir si esto podria deberse

a un mecanismo de acumulacion o exclusién de cloruro.

Luego de la evaluacién realizada, puede considerarse que existe una relacién entre los
contenidos de Na* en dos genotipos de L. tenuis con comportamiento contrastante frente a
la salinidad y la expresiébn de los genes estudiados relacionados con su transporte y
compartimentalizacion, lo que influye en su crecimiento y sobrevivencia en dicha condicion

estresante.
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CONCLUSIONES

>

Se confirmd la diferencia existente en la tolerancia a la salinidad entre dos genotipos de
Lotus tenuis previamente seleccionados, tanto si se considera la reduccién del peso

seco como la sobrevivencia en condiciones salinas.

Existieron diferencias en los cambios en la expresion relativa de genes relacionados con
la respuesta a estrés salino entre los genotipos evaluados. El genotipo tolerante
presentd, en comparacién con el control sin agregado de sales, incremento en la
expresion de los genes NHX1, SOS1, CCC y HKT1 en raiz, y de NHX1, SOS1, VPl y
HKT1 en hoja. El genotipo susceptible inicamente presentd incremento en la expresion
de NHX1 y CCC en hoja.

El agregado de sal increment6 los niveles de Na" y CI" en ambos genotipos. En raiz el
incremento con respecto al control sin agregado de sal fue mayor en el genotipo
tolerante. En parte aérea ocurrid lo contrario y fue el genotipo susceptible el que
presenté mayores incrementos respecto al control. Esto podria indicar una exclusion de
iones mas eficiente, y un mayor secuestro de los mismos en las vacuolas de la raiz en
el genotipo tolerante. Ambos mecanismos propiciarian una reduccién de la toxicidad
ibnica en parte aérea, influyendo en la tolerancia a la salinidad. Los cambios en la

expresion génica apoyaron esta conjetura.

La region 5’ de LtINHX1 presenta similitud con las regiones 5 de los genes NHX1 de
otras leguminosas y se predijeron posibles elementos reguladores relacionados con la

respuesta a estrés abidtico.

Los polimorfismos en las secuencias de las regiones 5’ de LtNHX1 de los genotipos con
comportamiento contrastante frente a salinidad no indican por si mismas diferencias en
la regulacion de los genes. Estd abierta la posibilidad de profundizar los estudios
mediante diferentes herramientas moleculares, por ejemplo, analisis del control

transcripcional de secuencias marcadoras visualizables.
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CAPITULO 3: CARACTERIZACON FUNCIONAL DEL GEN DEL ANTIPORTER
VACUOLAR NHX1 DE LOTUS TENUIS

Este capitulo se realiz6 en colaboracion con la Dra Mariana del Vas (Instituto de Biotecnologia,
CICWA, INTA), la Dra Fabiana Espasandin (Instituto de Botanica del Nordeste) y el Dr Pedro
Sansberro (Instituto de Boténica del Nordeste)
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INTRODUCCION

El estrés salino afecta el crecimiento de las plantas debido a la reduccion de la capacidad de
absorcién de agua y a la acumulacion excesiva de iones en los tejidos, especialmente Na* y
CI' (Munns & Tester, 2008). Existen diversos mecanismos de tolerancia al estrés que se
orientan a mantener el equilibrio osmético y oxidativo, excluir iones toxicos de células y
tejidos, y/o tolerar la presencia de dichos iones, sin que esto afecte el funcionamiento de las
células (Deinlein et al., 2014; Munns & Tester, 2008; Shabala & Munns, 2017; Tang et al.,
2015).

Los antiporters de tipo NHX (Na‘/H" eXchange) pertenecen a la superfamilia de proteinas de
transporte CPA (Cation:Proton Antiporter) y median el intercambio de Na* o K* por H" en las
células vegetales, regulando la homeostasis i6nica (Bassil, Zhang, Gong, Tajima, &
Blumwald, 2019). En la especie modelo Arabidopsis thaliana se conocen ocho isoformas,
dos en la membrana plasmatica y seis intracelulares (Reguera, Bassil, & Blumwald, 2014).
Estos ultimas se dividen en dos grupos. El grupo | esta conformado por los antiporters
AtNHX1 a AtNHX4 gue se ubican en la membrana vacuolar o tonoplasto (Bassil, Tajima, et
al., 2011; McCubbin et al., 2014), mientras que los antiporters del grupo Il, AtINHX5 y
AtNHX®6, se encuentran en la red del Golgi, el trans-Golgi y compartimentos endosomales
(Bassil, Ohto, et al., 2011).

El antiporter NHX1 ha sido muy estudiado en relacién con la aclimatacién y tolerancia a
salinidad debido a que facilita la compartimentalizacion de los iones Na* en las vacuolas, lo
cual constituye un mecanismo eficiente para prevenir sus efectos tdéxicos en el citosol (Apse
et al., 1999; Bassil et al., 2019; Blumwald, 2000; Blumwald & Gelli, 1997). Ademas, podria
contribuir con la tolerancia al mantener la homeostasis de K* en condiciones salinas (Y. C.
Ma, Aug, Dong, & Cheng, 2017). Se ha demostrado en diversas especies un incremento de
los transcriptos del gen codificador del antiporter NHX1 en condiciones salinas, y que la
expresion constitutiva del mismo en plantas transgénicas incrementa la tolerancia (P.
Agarwal et al., 2014; H. Chen et al., 2007; Gouiaa et al., 2012; Xue et al., 2004; H. X. Zhang
& Blumwald, 2001; H. X. Zhang et al., 2001).

Lotus tenuis es una leguminosa forrajera naturalizada en los campos bajos de la Pampa
Deprimida Argentina, que posee alta plasticidad y capacidad de soportar condiciones de
estrés abidtico (Ayers, 1948; Grattan et al.,, 2004; Rogers et al, 1997; Sanchez,
Pieckenstain, Escaray, et al., 2011; Sanchez, Pieckenstain, Szymanski, et al., 2011;
Schachtman & Kelman, 1991; Teakle et al., 2007; Uchiya et al., 2016; Vignolio & Fernandez,

2006). Si bien se la considera una especie tolerante a la salinidad, los mecanismos

123



Capitulo 3

involucrados en la respuesta a estrés salino no estan totalmente aclarados. No es
sorprendente que, dada la evidencia previamente mencionada de la relacién entre el
antiporter NHX1 y la tolerancia a salinidad, los estudios a nivel molecular que pretenden
determinar los mecanismos de tolerancia de L. tenuis se hayan dirigido en primera instancia

a este antiporter.

Un grupo de investigacion comparo las respuestas frente a la salinidad y a una combinacion
de salinidad y anegamiento de L. tenuis y de la especie relacionada Lotus corniculatus
(Teakle, 2008; Teakle, Amtmann, et al., 2010; Teakle et al., 2007, 2006). En soluciones
nutritivas bien aireadas con alto contenido de NaCl, no existieron diferencias entre las
especies en el contenido de Na' en tallo o en xilema (Teakle et al., 2007, 2006). Sin
embargo, en un tratamiento salino combinado con anegamiento simulado, el contenido de
Na® en los tallos de L. tenuis fue tres veces inferior al de L. corniculatus (Teakle et al., 2007).
La mayor tolerancia de L. tenuis a salinidad y deficiencia de O, se deberia al menor
transporte de iones a la parte aérea generado por una menor carga en xilema, y a la mayor
porosidad de la raices por la formacion constitutiva de aerénquima (Teakle et al., 2007). En
L. tenuis, los iones se acumularon en mayor medida en raices, limitando el transporte, y
puede pensarse que el Na® se compartimentalizé en vacuolas utilizando transportadores
NHX (Teakle, Amtmann, et al., 2010). A partir de estos resultados, se clon6 un gen del tipo
NHX de L. tenuis (LtNHX1, Genbank: EU727217.1) que en base a caracteristicas
moleculares y a su caracterizacién funcional en levaduras, se trataria de un auténtico
antiporter vacuolar de la clase | (Teakle, Amtmann, et al., 2010). Se confirmo el aumento de
transcriptos de NHX1 en raices de L. tenuis y L. corniculatus en presencia de 200 mM de
NaCl, como asi también, la disminucion de los mismos en L. corniculatus en un tratamiento
combinado de salinidad y anegamiento. Se especulé que en L. corniculatus el déficit de O,
en raices generado por el anegamiento tendria como consecuencia una disminucion en el
contenido de ATP y por lo tanto impediria la actividad de las bombas H*-ATPasas Yy
pirofosfatasas, disminuyendo los gradientes de protones a través de la membrana y
entorpeciendo el funcionamiento eficaz de los transportadores idnicos, entre ellos el

antiporter Na*/H". Esto no ocurriria en L. tenuis, contribuyendo en su tolerancia.

Si bien ya se habia realizado el clonado de la regién codificante de LtNHX1, quedaba por
demostrar si la secuencia nucleotidica publicada (GenBank: EU727217.1) es efectivamente
ortdloga a la secuencia de NHX1 de A. thaliana (GenBank: NM_122597.3) y si ademas,
como en otras especies, es un determinante fundamental de la tolerancia a salinidad. En
este trabajo, se pretendié demostrar su importancia a través de dos estrategias: el estudio

de su localizacion a través de la obtencion de la proteina de fusion LINHX1-GFP, y el estudio
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de los cambios en la tolerancia a la salinidad de L. tenuis y A. thaliana a partir de su
expresion constitutiva.
Hipotesis

La secuencia nucleotidica publicada del antiporter NHX1 de Lotus tenuis (GenBank:
EU727217.1) es efectivamente ortdloga a la secuencia de NHX1 de Arabidopsis thaliana
(GenBank: NM_122597.3) e incrementa la tolerancia a la salinidad cuando se expresa en

forma constitutiva en L. tenuis o en sistemas vegetales heterdlogos.

Objetivos
Objetivo general

Realizar la caracterizacion funcional de la secuencia codificante del gen NHX1 de Lotus

tenuis (LtNHX1) en respuesta a altas concentraciones salinas.
Objetivos especificos

e Determinar la localizacion subcelular del antiporter NHX1 de Lotus tenuis.

e Estudiar los cambios en la tolerancia a la salinidad de Lotus tenuis a partir de la

sobreexpresion de la region codificante de LINHX1.

e Estudiar los cambios en la tolerancia a la salinidad de Arabidopsis thaliana a partir de la

expresion constitutiva de la region codificante de LINHX1.
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MATERIALES Y METODOS

1. Estudio de la localizacion subcelular de LtINHX1
1.1. Subclonado de LtNHX1 en el vector p*7FWG2

El subclonado de la secuencia codificante de LtINHX1 se llevé a cabo utilizando el sistema
Gateway™ (Invitrogen, Estados Unidos). Sobre la secuencia de LtNHX1 (GenBank:
EU727217.1) se disefiaron los cebadores necesarios para amplificar mediante PCR la

secuencia completa sin codén de terminacién de la transcripcion (Tabla 3.1).

Tabla 3.1: Cebadores utilizados para la amplificacion por PCR de la secuencia codificante
del gen LtNHX1 sin coddn de terminacion. Se indica la secuencia, la temperatura de annealing
(Tm) y el tamarfio del amplicon que genera el par de cebadores en pares de bases (pb).

Nombre del cebador Secuencia (5°2>3’) Tm (°C)  Amplicon (pb)
NHXCATG ATGGGTCTTGGTCTTATTTCTGCT 56 1629
NHXsSTOP ATGCCATTGATGACCGTTGC

Las reacciones de amplificacion (PCR) se realizaron utilizando la enzima USB® FideliTag™
DNA Polymerase (Affimetrix, Estados Unidos) en un volumen final de 25 pl. Se utilizaron 10
ng de ADNc como templado, 0,5 ul de cada oligonucleétido (cebadores forward y reverse)
en concentracién 10 uM, 2,5 ul de Buffer 10X, 0,5 ul de mezcla de dNTPs 10 mM y 5
unidades/ul de enzima USB® FideliTag™. El perfil de PCR fue: 3 min a 94 °C; 35 ciclos de
30 seg a 94 °C, 30 seg a 56 °C (Tm) y 1 min 45 seg a 68 °C; y una etapa final de extension
de 10 min a 68 °C. El producto de amplificacion fue resuelto en gel de agarosa 0,8 %, tefiido
con bromuro de etidio (0,5 g/ml) (Figura 3.1) y se purificé mediante el kit QIAEX Il (Qiagen,

Alemania).
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Figura 3.1: Amplificacién de la secuencia codificante de LtNHX1 resuelta en gel

de agarosa 0,8 %. Calles 1 y 2: Repeticiones de la amplificacién del gen con los

cebadores NHXcATG y NHXsSTOP. Calle 3: Blanco sin ADNc. Calle 4: Marcador de

peso molecular Lambda DNA/Hindlll (ThermoFisher, Estados Unidos).
Posteriormente, se clonaron 60 ng del producto de PCR purificado en el vector
pCR™8/GW/TOPO™ (Invitrogen, Estados Unidos) segun indicaciones del fabricante. Se
transformaron células competentes de Escherichia coli cepa DH5a mediante shock térmico.
Para esto, se mezclaron 50 ul de células competentes con 2 ul del vector, se incubaron 30
min en hielo y se les realiz6 el shock térmico a 42°C durante 1 min 30 seg. Se transfirieron a
hielo durante 2 min, se adicioné 1 ml de medio Luria-Bertani (LB) y se incubd a 37 °C con
agitacion suave durante 45 min. Posteriormente se centrifugd 3 min a 3000 rpm, se descart6
el sobrenadante y se distribuyeron las bacterias en placas de Petri con LB agar y
espectinomicina (100 pg/ml) como agente de seleccion. Se seleccionaron los clones
positivos y se realizd extraccion de ADN plasmidico segun lo indicado por Green &
Sambrook (2016). Para comprobar el correcto clonado y orientacion del inserto, se realiz6 la
digestion de 2 ul de ADN de 12 clones con 0,3 pl de las enzimas Hindlll y Xbal (New
England Biolabs, Estados Unidos) en un volumen final de 20 ul incluyendo 2 ul de
NEBuffer™ 2.1 (10X), 2 ul de albamina de suero bovino (BSA, 10X) y 0,3 ul de RNAsa (10

ng/ul). Las digestiones se resolvieron en gel de agarosa 0,8 %, tefliido con bromuro de etidio
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(0,5 g/ml). Los clones con el inserto en la orientacion correcta debian presentar luego de la
digestion fragmentos de 2976, 1274 y 196 pb, mientras que los clones con el inserto en la

orientacion antisentido debian presentar fragmentos de 3603, 647 y 196 pb (Figura 3.2).
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Figura 3.2: Clones de pCR™8/GW/TOPO™ con el inserto LtNHX1 sin STOP resueltos en gel de agarosa 0,8 %.
C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C9, C10, C11: sin inserto. C8: con inserto, orientacion correcta. C12: con inserto,
antisentido. nc: no corresponde a este estudio. L: marcador de peso molecular GeneRuler™ 1kb DNA Ladder
(Thermo Scientific, Estados Unidos).
Para confirmar el correcto clonado y orientacién del inserto, se realizd la secuenciacion de
un clon positivo (pTg-NHX1-C8) en la Unidad de Gendmica de INTA.

Se linealizaron 2 ul de ADN del clon pTg-NHX1-C8 con 0,3 ul de la enzima Xbal en un
volumen final de 20 pl, con 2 pl de NEBuffer™ 4.1 (10X), 2 ul de BSA (10X) y 0,3 ul de
RNAsa (10 ng/ul). Posteriormente, el fragmento de ADN conteniendo la secuencia de
LtINHX1 flanqueado por sitios de recombinacién attL, se recombiné en el vector p*7FWG2
(Karimi, Inzé, & Depicker, 2002) utilizando Gateway™ LR Clonase™ Il (ThermoFisher,
Estados Unidos) segun las indicaciones del fabricante. Este vector presenta el gen marcador
de la proteina verde fluorescente (GFP) bajo el control transcripcional del promotor
CaMV35S. Ademas, presenta como marcador selectivo el gen bar, codificante de la enzima
fosfinotricina acetiltransferasa (PAT), que confiere resistencia al herbicida glufosinato de
amonio. Se transformaron células competentes de Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101
con la construccion obtenida luego de la recombinacion (35S::LtINHX1-GFP) y se

seleccionaron las colonias positivas con los antibiéticos rifampicina (25 pg/ml), gentamicina
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(50 pg/ml) y espectinomicina (100 pg/ml). Se realizé extraccion de ADN plasmidico de la
misma forma que para E. coli pero con el agregado de 10 ul de lisozima (50 ng/ul), y la
digestion de 2 ul del mismo con 0,3 pl de la enzima de restriccion Hindlll en un volumen final
de 20 ul con 2 ul de NEBuffer™ 2.1 (10X) y 0,3 pl de RNAsa (10 ng/ul). Las
recombinaciones correctas presentaron bandas de 9915, 1518 y 196 pb. Posteriormente, se
realizé la secuenciacion para comprobar la correcta recombinacién entre el clon pTg-NHX1-
C8y el vector p*7TFWG2.

1.2. Expresion transitoria de LtNHX1-GFP en plantas de Nicotiana benthamiana
1.2.1. Agroinfiltracion y observacion en microscopio confocal

La construccion 35S::LtINHX1-GFP fue expresada transitoriamente en plantas de N.
benthamiana utilizando A. tumefaciens cepa GV3101 como vector. Para esto, se hicieron
crecer las bacterias a 28 °C durante 24 horas en medio LB suplementado con rifampicina
(25 pg/ml), gentamicina (50 pg/ml) y espectinomicina (100 pg/ml). Se centrifugaron las
células, se resuspendieron en solucion de agroinfiltracion (MgCl, 10 mM, MES 10 mM y
acetosiringona 100 M) hasta una ODgq de 0,8, y se infiltraron en la cara abaxial de las hojas
de 5 plantas. Como control positivo de la agroinfiltracion se utilizé la construccion
35S::.cMyc-GFP, obtenida a partir del clonado del gen GFP en el vector Gateway™
pEarleyGate203, que también se agroinfitré en hojas de 5 plantas. Pasadas 48 horas de la
agroinfiltracién, se cortaron discos de hojas agroinfiltradas y se observé la localizacion de la
fluorescencia en el microscopio invertido confocal Leica SP5 AOBS del Instituto de
Biotecnologia de INTA Castelar. Parte de estos discos fueron plasmolizados previo a su
visualizaciéon sumergiéndolos en manitol 0,8 M durante 30 minutos para poder observar la
membrana vacuolar de forma mas clara (Ma et al., 2012). Se cuantificé la intensidad de la
fluorescencia con el software ImageJ (Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012) a partir de la
medicion de la densidad integrada (IntDen) que es el producto del area observada y la
media del brillo de los pixeles de la misma en escala de grises. A su vez, IntDen fue
corregida considerando la media del brillo (Mean Gray Value) de zonas cercanas al area de

interés, que constituyeron el background. Esto se hizo de acuerdo a la siguiente férmula:
Fluorescencia corregida (FC) = IntDen — Area observada * Mean Gray Value Background

Cuando se realizaron comparaciones, se utilizé la prueba t de Student mediante el software
estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2017).
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1.2.2. Western blot

Se realiz6 la extraccién de proteinas totales a partir de muestras de hojas agroinfiltradas
(Isogai, Uyeda, & Lee, 1998). Las muestras obtenidas se calentaron a 99 °C durante 5
minutos en cracking buffer y se corrieron en SDS-PAGE 10 %. Luego, se realiz6 Western
blot utilizando un anticuerpo primario policlonal de conejo anti-GFP (Abcam, Reino Unido) y
un anticuerpo secundario Anti IgG de conejo obtenido en cabra, conjugado con fosfatasa
alcalina (Bio-Rad, Estados Unidos). La deteccion se realizé utilizando reactivos NBT/BCIP
(Promega, Estados Unidos).

1.2.3. Analisis in silico de la proteina LtNHX1

Se realiz6 el andlisis in silico de la secuencia peptidica predicha del antiporter LINHX1
(GenBank: ACE78322.1). Se utilizo la herramienta bioinformética SignalP (Petersen, Brunak,
von Heijne, & Nielsen, 2011), para predecir la existencia de un péptido sefal, y la
herramienta EMBOSS ePESTfind (Palmenberg & Sgro, 2008), en blsqueda de secuencias
PEST asociadas a proteinas de vida media celular corta (Rechsteiner & Rogers, 1996).
También se predijeron sitios potenciales de glicosilacion mediante la herramienta GlycoEP
(Chauhan et al., 2013).

1.3. Obtencion de plantas transgénicas de L. tenuis portadoras de 35S::LtNHX1-
GFP

1.3.1. Transformacion de L. tenuis con 35S:LtNHX1:GFP

Se extrajeron fragmentos foliares de plantas de 30 dias de L. tenuis cv. Pampa INTA
obtenidas por germinacién in vitro, y se inocularon con una suspension de A. tumefaciens
cepa GV3101 portadora de la construccion 35S:LINHX1:GFP segun lo publicado por
Espasandin et al. (2010). Posteriormente, los discos foliares se colocaron durante tres dias
en oscuridad en medio de regeneraciéon semi-solido, compuesto por medio de cultivo MS
(Murashige & Skoog, 1962) suplementado con &cido naftalenacético 0,5 uM y 6-
benciladenina 20 uM. Luego se transfirieron a medio de regeneracion fresco con los agentes
de seleccion glufosinato de amonio (10 ppm) y cefotaxima (400 ug/ml), y se colocaron en
camara de crecimiento a 28 °C con un fotoperiodo de 14 hs de luz. Cada tres semanas se
renovo el medio selectivo. Luego de 45 dias los explantes se transfirieron a medio MS para

el enraizamiento y elongacion (Figura 3.3).
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Figura 3.3: Obtencion de plantas transgénicas de L. tenuis portadoras de 35S-LtNHX1-GFP. a. Foliolo de L.
tenuis cv. Pampa INTA fuente de explante. b. Explante. c. Co-cultivo de explantes con A. tumefaciens portadora de
35S-LtNHX1-GFP. d. Explantes en medio de regeneracién/seleccion. e. Micropropagacion de plantas transgénicas.

Las plantas resistentes a glufosinato de amonio fueron analizadas para confirmar la

presencia del transgén mediante PCR utilizando cebadores especificos (Tabla 3.2).

Tabla 3.2: Cebadores utilizados para la validacién por PCR de la presencia de la construccion
35S::NHX1-GFP en plantas de L. tenuis transformadas. Se indica la secuencia, la temperatura de
annealing (Tm) y el tamafio del amplicén que genera el par de cebadores en pares de bases (pb).

Nombre del cebador Secuencia (5’'2>3’) Tm (°C) Amplicon (pb)
35SF GACGTAAGGGATGACGCACAA 58 526
NHXR2 TTTCACCTGAAACCCGGCAT

Las extracciones de ADN gendmico se realizaron a partir de 30 mg de tejido fresco, que se
molieron e incubaron con 600 pl de buffer de extraccion (TrisHCI pH 8 100 mM, EDTA pH 8
50 mM, NaCl 700 mM y SDS 2 %) a 60 °C durante 30 min. Se centrifugé a 12000 rpm
durante 3 min y se precipito el ADN del sobrenadante con 300 pl de isopropanol. Se
centrifugd a 12000 rpm por 10 min, se descartd el sobrenadante y se limpié el precipitado de
ADN con 100 pl de etanol 70 %. Los precipitados de ADN se resuspendieron en agua y se

utilizaron para el andlisis de la presencia del transgén.

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de reaccién de 12,5 ul. En cada
reaccion se utilizé 0,13 pl de cada dNTP 200 pM, 1,67 ul de Buffer Taq 10X, 0,67 ul de Mg?*
2,5 mM, 0,26 ul de cada cebador 10 mM, 0,11 ul de Tag ADN Polimerasa Pegasus (PB-L,
Argentina) y 30 ng de ADN templado. Se llevaron a cabo en un termociclador Veriti 96-
Well Thermal Cycler (ThermoFisher, Estados Unidos), utilizando el siguiente perfil de PCR: 1
min a 95 °C; 35 ciclos de 15 seg a 95 °C, 30 seg a 58 °C (Tm) y 30 seg a 72 °C; y una etapa
final de extension de 7 min a 72 °C. El producto de amplificacion fue resuelto en gel de

agarosa 0,8 %, tefiido con bromuro de etidio (0,5 g/ml).
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1.3.2. Evaluacion de la expresion de LtINHX1-GFP

Se estudid la expresion del transgén LtNHX1-GFP para constatar la regulacion
transcripcional constitutiva. Se tomaron muestras de hoja de plantas transgénicas y wild-
type, con dos repeticiones biolégicas por genotipo. Se realizé la extraccion del ARN total con
Quick-Zol (Kalium Technologies, Argentina) siguiendo las indicaciones del fabricante y se
cuantifico utilizando el kit Qubit RNA BR Assay (ThermoFisher Scientific, Estados Unidos) en
el equipo correspondiente. El ADN gendmico contaminante se removié con RQ1 RNase-free
DNase (Promega, Estados Unidos). Ademas, se verifico la integridad del ARN extraido en
gel de agarosa 1,2 %, tefiido con bromuro de etidio (0,5 g/ml) de acuerdo a lo publicado por
Masek et al., (2005). EI ADNc se sintetiz6 a partir de 500 ng de ARN total con
EasyScript® Reverse Transcriptase (TransGen Biotech, China) utilizando un cebador o

primer oligo(dT),s siguiendo las indicaciones del fabricante.

Se realiz6 PCR con el protocolo anteriormente detallado, utilizando los cebadores indicados

en la tabla 3.3. El gen SEC-5A se utiliz6 como control de amplificacion.

Tabla 3.3: Cebadores utilizados en el analisis de la expresién de LtNHX1-GFP en plantas transgénicas de
L. tenuis. Se indica la secuencia, la temperatura de annealing (Tm) y el tamafio del amplicén que genera el par

de cebadores en pares de bases (pb).

Nombre del

Gen cebador Secuencia (5'23’) Tm (°C) Amplicon (pb)
SECF1 GCTGTGGACAATCCAGGACA
SEC-5A SECR1 TGCTGGGCAAGAGAAATGAGT 58 119
GEP GFPF1 GGACGACGGCAACTACAAGA 60 95
GFPR1 CCTCCTTGAAGTCGATGCCC

Se determiné la presencia/ausencia del transgén en el ADNc del genotipo transgénico y del

wild-type en gel de agarosa 2 % tefiido con bromuro de etidio (0,5 g/ml).
1.3.3. Observacion de plantas transgénicas de L. tenuis en microscopio confocal

Fragmentos foliares de las plantas transgénicas obtenidas fueron visualizados en el
microscopio invertido confocal Leica SP5 AOBS del Instituto de Biotecnhologia de INTA
Castelar para determinar la localizacion de la fluorescencia, aplicando previamente un
tratamiento de plasmolisis similar al realizado para las plantas de N. benthamiana
agroinfiltradas. Como control positivo se utilizé una planta transgénica de L. tenuis portadora
de la construccion 35S::.cMyc-GFP, que habia sido utilizada previamente como control

positivo de la agroinfiltracion.
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2. Estudio de la tolerancia a salinidad a partir de la expresion constitutiva de
LtNHX1

2.1. Evaluacién de la tolerancia a la salinidad de plantas de L. tenuis que
sobreexpresan LtINHX1

A partir de la linea transgénica de L. tenuis portadora de la construccion 35S::LtINHX1-GFP
gue se obtuvo para determinar la ubicacion subcelular de LtNHX1, se realizaron ensayos
para comparar su tolerancia a la salinidad con la de plantas wild-type. Para esto, tanto el
genotipo transgénico obtenido (G5-2-1) como el genotipo wild-type del cual se derivo se

propagaron vegetativamente a partir de esquejes nodales.

Posteriormente, se realizdé un ensayo en condiciones controladas en camara de crecimiento
(T2=25°C) con un fotoperiodo de 16 horas de luz, en un disefio completamente aleatorizado
(DCA) con tres concentraciones salinas: 0, 100 y 200 mM NaCl. Cada genotipo estuvo
representado por 27 clones, 9 en cada tratamiento, que fueron trasplantados a macetas
conteniendo arena y perlita (1:1 v/v). Las plantulas se regaron por capilaridad adicionando
NaCl a la solucion nutritiva Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950), sin realizar aclimatacion al
estrés. Antes de iniciar los tratamientos se midi6 la longitud del tallo principal (LTP, cm) para
utilizarla posteriormente como covariable, debido a la heterogeneidad en el enraizamiento y
crecimiento de los clones. A los 18 dias de iniciados los tratamientos se evaluaron LTP y el
peso seco total (PST, mg) y se estimaron sus indices de tolerancia (ITLTP e ITPST) a partir

de la relacién entre el valor de las plantas regadas con NaCl y el promedio del control.

Se registrd diariamente la muerte de las plantas cuando existié pérdida total de turgencia,

obteniendo la sobrevivencia de cada clon en dias desde el inicio de los tratamientos salinos.

Ademéas, se determind el contenido de Na*, K" y CI' (uMoles g™ Peso Seco) en muestras de
hoja previamente secadas a 60 °C de tres repeticiones por linea en los tratamientos de 0 y
100 mM, combinando tres plantas en cada repeticibn. No se utilizaron las muestras del
tratamiento de 200 mM ya que varias de ellas no sobrevivieron al ensayo. Las
determinaciones de K* y Na"* se realizaron con un fotémetro de llama Corning M410 a partir
de extractos de HNO; 0,5 M que se prepararon adicionando 10 ml del &cido a
aproximadamente 100 mg de tejido, cuyo peso exacto fue registrado, e incubando los
mismos a 80 °C durante una hora. Sobre la misma extraccion se determiné el contenido de
CI' por colorimetria a través del método del “ferricianuro” (Munns et al., 2010) utilizando un

espectrofotdmetro Perkin EImer Lambda 25.
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2.2. Evaluacién de la tolerancia a la salinidad de plantas de A. thaliana con

expresion constitutiva de LtINHX1
2.2.1. Obtencién de plantas transgénicas de A. thaliana
2.21.1. Subclonado de LtNHX1 en el vector pEarleyGate203

En este caso, debido al vector utilizado en la recombinacioén, se disefiaron cebadores sobre
la secuencia codificante de LtNHX1 para amplificarla en forma completa sin el codon de

inicio de la transcripcion (Tabla 3.4).

Tabla 3.4: Cebadores utilizados para la amplificacion por PCR de la secuencia codificante
del gen LtNHX1 sin el ATG inicial. Se indica la secuencia, la temperatura de annealing (Tm) y

el tamafio del amplicon que genera el par de cebadores en pares de bases (pb).

Nombre del cebador Secuencia (5°2>3’) Tm (°C) Amplicon (pb)
NHXsSATG GGTCTTGGTCTTATTTCTGCTGTTT 64 1629
NHXcSTOP TCAATGCCATTGATGACCGTTGC

Las reacciones de amplificacion, purificacion, clonado en pCR™8/GW/TOPO™ vy
transformacion de E. coli cepa DH5a se realizaron siguiendo los mismos protocolos que
para el subclonado de LtNHX1 sin codén de stop (seccion 1.1). Los clones positivos se
seleccionaron utilizando el antibiético kanamicina (50 ug/ml) como marcador de seleccion.
Se realizé extraccion de ADN plasmidico y se seleccion6 un clon con la orientacién correcta
del inserto a partir de la digestién con las enzimas Hindlll y Xbal (New England Biolabs,
Estados Unidos) como se indic6 en la seccion 1.1. Los clones con el inserto en la
orientacion correcta presentaron luego de la digestién fragmentos de 2973, 1277 y 196 pb,
mientras que los clones con el inserto en la orientacién antisentido presentaron fragmentos
de 3606, 644 y 196 pb (Figura 3.4).
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Figura 3.4: Clones de pCR™8/GW/TOPO™ con el inserto LtNHX1 sin ATG resueltos en gel de agarosa 0,8 %.
B1, B2, B3, B4, B7, B8, B10: con inserto, orientacion correcta. B5, B6, B9: con inserto, antisentido. L: marcador de

peso molecular GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific, Estados Unidos).

Para confirmar el correcto clonado y orientacion del inserto, se realizé la secuenciacion de

un clon positivo (pTg-NHX1-B1) en la Unidad de Gendmica de INTA.

Se linealizaron 2 ul de ADN del clon pTg-NHX1-B1 con la enzima Xbal. Posteriormente, el
fragmento de ADN conteniendo la secuencia de LtNHX1 flanqueado por sitios de
recombinacion attL, se recombiné en el vector pEarleyGate203 (Earley et al., 2006)
utilizando Gateway™ LR Clonase™ Il (ThermoFisher, Estados Unidos) segun las
indicaciones del fabricante. Este vector presenta el epitope c-Myc bajo el control
transcripcional del promotor CaMV35S, lo cual permite expresar c-Myc-LtNHX1 en forma
constitutiva. Ademas, presenta el gen bar, codificante de la enzima fosfinotricina
acetiltransferasa (PAT) como marcador selectivo, que confiere resistencia al herbicida
glufosinato de amonio. Se transformaron células competentes de A. tumefaciens cepa
GV3101 con esta construccion (35S::cMyc-LtNHX1) y se seleccionaron las colonias
positivas con los antibioticos rifampicina (25 pg/ml), gentamicina (50 pg/ml) y kanamicina (50
ug/ml). Se realizo la extraccion de ADN plasmidico y la digestion de 2 ul del mismo con 0,3
ul de la enzima de restriccion Hindlll en un volumen final de 20 pul con 2 ul de NEBuffer™ 2.1
10X y 0,3 ul de RNAsa 10 ng/ul. Las recombinaciones correctas presentaron fragmentos de
9715, 1873 y 196 pb. Finalmente, se realizd la secuenciacién para comprobar la correcta

recombinacion entre el clon pTg-NHX1-B1 y el vector pEarleyGate203.
2.2.1.2. Transformacién de A. thaliana con 35S::cMyc-LtNHX1 por inmersién floral

La transformacion de A. thaliana se realizé utilizando el método de inmersién floral descripto
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por Clough & Bent (1998) con modificaciones (Figura 3.5). Para ello, se sembraron semillas
de A. thaliana ecotipo Col 0 en macetas individuales usando como sustrato GrowMix®
Multipro™ (Terrafertil, Argentina). Se estratificaron durante 2 dias a 4 °C. Luego de la
germinacion, se dejaron crecer durante 5 semanas en camara de crecimiento a temperatura
constante de 22 °C con fotoperiodo corto de 8 hs de luz. Posteriormente, se cambi6 el
fotoperiodo a dia largo, 16 hs de luz, para favorecer la floracion. Al aparecer la primera vara
floral se realiz6 la poda al ras para favorecer la proliferacion de las varas axilares. Cuando
las inflorescencias secundarias llegaron a aproximadamente 8 cm se realiz6 la infiltracion
con A. tumefaciens GV3101 portadora de la construccion 35::c-Myc-NHX1. Tres dias antes
de la misma se inocul6 una colonia en 4 ml de medio LB con los antibiéticos kanamicina (50
pg/ml), gentamicina (50 pg/ml) y rifampicina (25 pg/ml) y se incub6 el cultivo a 28 °C con
agitacion. Luego de 24 hs se realiz6 una diluciéon 1:50 del cultivo en 200 ml finales de medio
LB con los antibiéticos mencionados. Se incub6 a 28 °C con agitacion. Una vez crecido el
cultivo hasta ODggo = 0,8, se precipitaron las bacterias por centrifugacion a 4000 rpm durante
20 min y se resuspendio el pellet en 200 ml de sacarosa 5 % p/v, con adicion del tensoactivo
Tween-20 0,05 % v/v. Se sumergieron las varas florales en la solucién durante 60 seg y se
dejaron en camara hiumeda durante 24 hs. A partir de este momento las plantas continuaron

su crecimiento en la camara hasta su cosecha.
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Figura 3.5: Transformacion de A. thaliana por el método de inmersion floral. a: Siembra. b: Plantula. c:
Desarrollo vegetativo. d: Preparacion del cultivo de A. tumefaciens. e: Inmersién floral. f: Plantas mantenidas
para cosecha. g: Cosecha y limpieza de semillas. h: Seleccion mediante aspersion con 250 ppm del herbicida
glufosinato de amonio (las flechas blancas indican las plantulas sobrevivientes).

Con el objetivo de seleccionar plantulas que expresen el gen bar, que confiere resistencia al
herbicida glufosinato de amonio, las semillas cosechadas de las plantas transformadas
(generacion TO) se sembraron en sustrato y a los 8 dias de la siembra comenzaron a
asperjarse con 250 ppm de glufosinato de amonio, repitiendo el procedimiento dos veces
por semana. Se seleccionaron aquellas plantulas que resistieron al herbicida y se
trasplantaron a macetas individuales. Las plantas resistentes fueron analizadas mediante

PCR utilizando cebadores especificos para el transgén (Tabla 3.5).
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Tabla 3.5: Cebadores utilizados para la validacién por PCR de la presencia de la construccion 35S::c-
Myc-NHX1 en plantas de A. thaliana transformadas. Se indica la secuencia, la temperatura de annealing (Tm)

y el tamafio del amplicon que genera el par de cebadores en pares de bases (pb).

Nombre del cebador Secuencia (5°’2>3’) Tm (°C) Amplicon (pb)
35SF GACGTAAGGGATGACGCACAA 58 547
NHXR2 TTTCACCTGAAACCCGGCAT

Las extracciones de ADN gendmico y las reacciones de PCR se realizaron utilizando el
mismo protocolo que para las plantas transgénicas de L. tenuis (seccién 1.3). El producto de

amplificacion fue resuelto en gel de agarosa 0,8 %, tefiido con bromuro de etidio (0,5 g/ml).
2.2.1.3. Seleccion de eventos de transformacion

Las plantas TO se cosecharon individualmente y se analiz6 la segregacion de la resistencia a
glufosinato de amonio en las progenies T1. Se seleccionaron las plantas resistentes T1 y se
realizé prueba de progenie en la generacién T2, seleccionando aquellas homocigotas. Estas
progenies fueron consideradas lineas portadoras de evento de transformacion y se evaluo

su comportamiento frente a condiciones salinas.
2.2.1.4. Evaluacion de la expresion de LtNHX1

Se estudid la expresion del transgén LtNHX1 para constatar la regulacién transcripcional
constitutiva. Se tomaron muestras de hoja de plantas transgénicas y wild-type (Col 0), con
dos repeticiones biolégicas por genotipo. La extraccién de ARN, sintesis de ADNc y reaccion
de PCR se realiz6 segun lo indicado para las muestras de L. tenuis. Se utilizaron los
cebadores indicados en la tabla 3.6. El gen B-Tubulina se utiliz6 como control de
amplificacién.

Tabla 3.6: Cebadores utilizados en el analisis de la expresién de LtNHX1 en plantas transgénicas de A.

thaliana. Se indica la secuencia, la temperatura de annealing (Tm) y el tamafio del amplicén que genera el par
de cebadores en pares de bases (pb).

Nombre del

o . »
Gen cebador Secuencia (5'>3’) Tm (°C) Amplicon (pb)
. TQF AGGAAGGCTTTCTTGCATTG
B-Tubulina TQR TCCTGTTGGTATTCACCTTCT 56 170
NHXF2 TAGTGGTGGTACAAGCTCGC
LINHXL NHXR2 TTTCACCTGAAACCCGGCAT 56 9

Se determindé la presencia/ausencia del transgén en el ADNc del genotipo transgénico y del
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wild-type en gel de agarosa 2 % tefiido con bromuro de etidio (0,5 g/ml).
2.2.2. Estudio de la tolerancia a la salinidad en fase de germinacion

Se compard la germinacién de semillas de una linea transgénica de A. thaliana con
expresion constitutiva de LtNHX1 con la de plantas wild-type (Col 0) bajo distintas
concentraciones de NaCl: 0, 50, 100 y 150 mM. Para esto, las semillas de los dos genotipos
se esterilizaron segun lo indicado por Zhang et al. (2006) y se sembraron en placas de Petri
con medio MS agar 0,5 % con adicion de NaCl en la concentracion indicada para cada
tratamiento. Se estratificaron durante 2 dias a 4 °C y posteriormente se colocaron en cadmara
de crecimiento con temperatura constante de 22 °C y fotoperiodo corto de 8 hs de luz, en un
ensayo con disefio completamente aleatorizado (DCA) con dos repeticiones (placas) de
cada genotipo por cada tratamiento. Al inicio del ensayo se realiz6 el recuento de semillas

sembradas en cada placa.

Periédicamente, se realiz6 el recuento de semillas germinadas, considerandolas germinadas
cuando se visualizé una radicula de 2 mm o mas (Bewley, 1997). En base a estos datos se

determiné el porcentaje de germinacion (PG):

PG (%) = Semillas germinadas 100
(%) = Semillas sembradas

También se estimé el indice de germinacién (IG), como medida de la velocidad de

germinacion, utilizando el indice de Timson modificado (M. A. Khan & Ungar, 1984):

26
ot

1G

Donde G es el porcentaje de semillas germinadas en cada recuento, y t es el periodo total
del ensayo en dias, en este caso, 25 dias. Si todas las semillas germinan en un dia, el IG es
maximo, en este ensayo 20 debido a que se realizaron 5 recuentos (500/25=20). Un IG de 0

indica que ninguna semilla germind.
2.2.3. Estudio de latolerancia a la salinidad en etapa vegetativa

Se realizaron dos ensayos a fin de comparar el crecimiento vegetativo de las plantas

transgénicas con el de plantas wild-type (Col 0) bajo distintas concentraciones de NacCl.

2.2.3.1. Aclimatacion al estrés salino

Los dos genotipos de A. thaliana se sembraron en macetas en sustrato GrowMix®

Multipro™ (Terrafertil, Argentina). Se estratificaron durante 2 dias a 4 °C y posteriormente se
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colocaron en cadmara de crecimiento con temperatura constante de 22 °C y fotoperiodo corto
de 8 hs de luz, en un disefio completamente aleatorizado (DCA). Se regaron por capilaridad
durante una semana con solucién nutritiva Hoagland. Posteriormente, se iniciaron los
tratamientos salinos: 0, 100 y 200 mM NacCl. Cada genotipo estuvo representado por cinco
plantas en cada tratamiento. EI NaCl se adicion6 en la solucién nutritiva realizando
incrementos de 50 mM cada dos dias. Una vez alcanzada la concentracion final, las
macetas se regaron por capilaridad durante 30 dias. Luego se dio por finalizado el ensayo y
se evalud diametro de planta (D, cm) y peso seco aéreo (PSA, g). Se estimd el indice
tolerancia de PSA (ITPSA) y de D (ITD) a partir de la relacion entre el valor de las plantas
regadas con NaCl y el promedio del control.

2.2.3.2. Estrés salino impuesto por shock

Se aplicaron dos tratamientos en un DCA: 0 y 200 mM NacCl. La siembra se realiz6 como se
indicd previamente y cada genotipo estuvo representado por cinco plantas por tratamiento.
La concentracioén final de NaCl se adicion6 a la solucion nutritiva de riego desde el primer
dia del ensayo, sin realizar aclimatacion al estrés. Luego de 28 dias se evaluaron las
mismas variables morfolégicas que en el ensayo anterior (seccién 2.2.3.1). Ademas, se
determiné el contenido de Na®, K* y CI' (uMoles g* Peso Seco) en muestras de hoja
previamente secadas a 60 °C de tres repeticiones por linea y tratamiento, siguiendo la

misma metodologia que la aplicada para L. tenuis.
2.3. Andlisis de la informacion

Se utilizé el software InfoStat en su interfaz con R (Di Rienzo et al., 2017). Se ajustaron
modelos mediante los médulos de modelos lineales generales y mixtos (MLM) o modelos
lineales generalizados mixtos (MLGM) de Infostat, segun la distribucién de la variable
analizada. Se realiz6 la prueba estadistica W de Shapiro-Wilk sobre los residuales y se
comprobd la homogeneidad de las varianzas. En los casos en los que fue necesario, se
ajustaron modelos para heterogeneidad de varianzas. Cuando se detectaron diferencias
significativas (p<0,05), se aplico la prueba de comparaciones mdultiples DGC (Di Rienzo et
al., 2002).

2.3.1. Ensayo con plantas transgénicas de L. tenuis

En el ensayo con L. tenuis se utilizé el siguiente modelo estadistico lineal:

Yiem b+ T + 7+ (v0) i+ PXi + itk
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Donde: Yix es la observacion debida al i-ésimo genotipo en el t-ésimo tratamiento, pu
representa la media general, t; es el efecto del i-ésimo genotipo, y; es el efecto del t-ésimo
tratamiento, yt ) es el efecto de la interaccién entre el i-ésimo genotipo y el t-ésimo
tratamiento, Xk es la covariable LTP, B es el parametro desconocido que representa las tasa
de cambio en Y frente al cambio unitario de LTP y g es el término de error de la itk

obsevacion.

La sobrevivencia en dias no se ajusté a una distribucién normal ni a las distribuciones
estadisticas del moédulo MLGM, por lo que se aplicé la prueba no paramétrica de Kruskal-

Wallis para comparar los genotipos en cada tratamiento.
2.3.2. Ensayos con plantas transgénicas de A. thaliana

En los ensayos con A. thaliana el modelo estadistico lineal utilizado fue el siguiente:
Yi= W+ T+ 7o+ (Y1) i + €k

Donde: Yix es la observacion debida al i-ésimo genotipo en el t-ésimo tratamiento, u
representa la media general, t; es el efecto del i-ésimo genotipo, y; es el efecto del t-ésimo
tratamiento, yt ) es el efecto de la interaccion entre el i-€simo genotipo y el t-ésimo

tratamiento, y gy« €s el término de error de la itk obsevacion.

Para el analisis de los indices de tolerancia ITPSA e ITD en el ensayo de aclimatacion se
utilizé el modelo indicado anteriormente. Sin embargo, en el ensayo de estrés impuesto por
shock se utilizé un modelo lineal unifactorial, debido a que solo se contaba con datos de un
tratamiento (200 mM NacCl):

Yie= p + 7 + €

Donde: Yices la observacién debida al i-€simo genotipo, u representa la media general, t; es

el efecto del i-ésimo genotipo, y i es el término de error de la ik obsevacion.
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RESULTADOS
1. Ubicacién subcelular de LtNHX1-GFP

1.1. Ubicacién subcelular del antiporter NHX1 en plantas de N. benthamiana con

expresion transitoria de LtINHX1-GFP

Se logro el clonado de la secuencia de LtNHX1 sin codon de terminacion de la transcripcion
en el vector p*7FWG2. Este vector presenta el gen marcador GFP, lo cual permitié generar
una proteina de fusién con LtINHX1 y de esta forma determinar su localizacion in vivo (Figura

3.6).

35S:LtNHX1-GFP

Figura 3.6: Vector de expresién 35S::LtNHX1-GFP. Bar: gen marcador selectivo que codifica para la enzima
fosfinotricina acetiltransferasa (PAT) y genera resistencia al herbicida glufosinato de amonio; GFP: gen de la
proteina verde fluorescente (green fluorescent protein); LtNHX1 s/STOP: Gen de interés; 35S: promotor

CaMV35S; T35S: terminador; LB: borde izquierdo; RB: borde derecho.

Para realizar el estudio de la localizacion subcelular del antiporter LINHX1 en plantas en N.
benthamiana, el vector 35S:LtNHX1:GFP fue expresado transitoriamente mediante la
infiltracién de A. tumefaciens cepa GV3101. Como control positivo se utilizé la construccién
35S::c-Myc-GFP. Se observaron con microscopio confocal discos plasmolizados y nho

plasmolizados de hojas agroinfiltradas con ambas construcciones.

En las células epiteliales de las hojas agroinfiltradas con 35S:cMyc:GFP, pudo observarse
fluorescencia en nucleo y citoplasma, tanto en las hojas no plasmolizadas como en las

tratadas con manitol (Figura 3.7).
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R \‘t, ?‘"

Figura 3.7: Localizacion subcelular de cMyc-GFP en células epidérmicas de N. benthamiana. a: Expresion
transitoria de cMyc-GFP en hojas sin plasmolizar de N. benthamiana. b: Expresién transitoria de cMyc-GFP en hojas

de N. benthamiana luego de tratamiento con manitol 0,8 M. La flecha naranja indica el nudcleo y las amarillas
regiones del citoplasma.
Cuando se expres6 LtINHX1-GFP en hojas de N. benthamiana, la fluorescencia se visualizd
en membrana vacuolar y hebras transvacuolares de células epidérmicas (Figura 3.8).
Ademas, se observaron diferencias entre las células de los discos foliares tratados con
manitol y las de aquellos no tratados. En las células de las hojas plasmolizadas pudo
observarse la separacion de las membranas, y por lo tanto, de la fluorescencia, debido a la
pérdida de turgencia de las vacuolas (Figura 3.8b). Ademas, se identificaron estructuras
esféricas dentro de las vacuolas. Se midié con ImageJ la fluorescencia corregida de las
mismas en seis regiones distintas de la imagen y de alguna porciéon de la membrana
vacuolar cercana a cada una de ellas, para poder realizar la comparacién. En todas las
mediciones, la fluorescencia de cada estructura fue superior a la del tonoplasto (Figura 3.9),

y en promedio, la relacion fue mayor a 2:1 segun la prueba t de Student para la media
(p=0,03).
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Figura 3.8: Localizacién subcelular de LtNHX1-GFP en células epidérmicas de N. benthamiana. a: Expresion
transitoria de NHX1-GFP en hojas sin plasmolizar de N. benthamiana. b: Expresién transitoria de LtNHX1-GFP en
hojas de N. benthamiana luego de tratamiento con manitol 0,8 M. Las flechas azules indican regiones donde el
tonoplasto rodea organelas, las blancas indican estructuras esféricas y las rojas indican las hebras transvacuolares.
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Figura 3.9: Fluorescencia corregida en unidades arbitrarias de las estructuras celulares esféricas halladas
luego de la expresién transitoria de LtNHX1-GFP y del tonoplasto en regiones cercanas a ellas. Mediciones
realizadas en seis regiones de la imagen tomada con microscopio confocal a partir de la expresion transitoria de
LtNHX1-GFP en hojas de N. benthamiana luego de un tratamiento con manitol 0,8 M.
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La proteina de fusion LtINHX1-GFP fue apenas detectada mediante Western blot (Figura

3.10), y las dos bandas tenues observadas presentaron un peso de aproximadamente 62,5y
68 kDa, inferior al esperado (88 kDa).

Marcador
130 kD
100 kD
70 kD
-
55 kD
40 kD

NHX1-GFP

Figura 3.10: Western blot de
NHX1-GFP a partir de muestras
de hojas de N. benthamiana
agroinfiltradas. Calle 1: Marcador
de peso molecular PageRuler™
Prestained 10 — 180 kDa Protein
Ladder (ThermoFisher, Estados
Unidos). Calle 2: Proteina de
fusion LtNHX1-GFP. Las flechas
indican la ubicacion de las bandas
observadas.

Mediante el analisis bioinformatico de la secuencia peptidica predicha del antiporter LINHX1

se determind la existencia de una secuencia peptidica PEST rica en residuos de prolina (P),

acido glutadmico (E), serina (S) y treonina (T) localizada entre los residuos 452 y 465 (Figura

3.11). Ademas se encontraron dos sitios potenciales de N-glicosilacion en los residuos 50 y
293 de LtNHX1 (Anexo 3.1y Figura 3.11). No se predijo péptido sefal (Anexo 3.2).

MELGLISAVSELOMV STSDHAS TVSMNLEVALLCACIVLGHLLEENRHMNESTTALVIGVCVEVVILLES

GETSSHILVFSEDLFFIYLLPPI IFNAGFOVEREKQFFVNFMTI TMFGAIGTLISCTII TLGATQRAFENMD

VGPLEVGDLLATGATFAATDSVC TLOVLNODE TELLY SLVFGEGVVHNDAT SVVLFNATOSFDLNOQINSST

ALHFLGNFLYLFIASTLLGVLTGLLSAY ITRELYIGRHSTDREVALMMIMAYLSYMIARLAYLSGILTVE

FCGIVMSHY THHNVTES SREI TTEHAFATLSFVAETFIFLY VEMDALDIEEWEFVSDSPETSVAVISVLLG

LILLGRAAFVFPLSFLSNLARKESONDEI SFROOVI IWHAGLMRGAVSMALAYNOF TMSGHTSLERSHATMT

TSTITVVLVSTVVFGMLTKELIRLLLPHTDTET

S5IRALLSTETHTVHRLWREFDNSFMREVEGGRGFVEVEFGSESDR SN GHOWH

TEPRSFTVPLLGSAQDSVGDFDAHEIRRE

Figura 3.11: Secuencia peptidica predicha del antiporter LtNHX1 (GenBank: ACE78322.1).
En verde se indica una potencial secuencia PEST (ePESTfind, PEST score: 6,02). En amarillo se

indican dos potenciales sitios de N-glicosilacion.
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1.2. Ubicacion subcelular del antiporter NHX1 en plantas transgénicas de L. tenuis
con expresién constitutiva de LtNHX1-GFP

Una vez seleccionados los explantes de L. tenuis transformados con la construccion
35S::.LtINHX1-GFP con glufosinato de amonio, y transcurridos 45 dias de cultivo, se observo
gue el 56£16% de los explantes brindaron 2-3 yemas adventicias primarias/explante. Las
caracteristicas fenotipicas del material neoformado fueron similares a las de las plantas wild
type (WT). Se validé una planta transgénica mediante la amplificacion de una region de 547
pb del T-DNA del plasmido (Figura 3.12).

WT G5-2-1 B

Figura 3.12: Validacion de la transformacion en plantas de L. tenuis.
Amplificacién utilizando cebadores especificos para el T-DNA (547 pb). WT:
planta wild-type. G5-2-1: planta transformada. B: blanco (agua). L: marcador
de peso molecular gLadder 100 pb Precision (PB-L, Argentina).

Se determind la expresion del transgén LINHX1-GFP mediante su amplificacion utilizando
ADNc como templado. Se observé la banda esperada de 95 pb correspondiente al producto
de amplificacion de GFP en las plantas transgénicas, y ausencia de la misma en las wild-

type (Figura 3.13).
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u L25 pb G5-2-1 WT + Blanco n G5-2-1 WT Blanco @
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 § 200pb
S 150 pb
125 pb 100 pb
5 T Y 50 pb
100 pb

Figura 3.13: Expresion de LtNHX1-GFP en plantas transgénicas de L. tenuis. a: Amplificacion de SEC-5A en gel
de agarosa 2 %. b: Amplificacion de GFP en gel de agarosa 2 %. WT: linea wild- type (dos repeticiones); G5-2-1:
linea transgénica (dos repeticiones); +: control positivo; Blanco: reacciones de PCR sin ADNc; L25 pb: marcador de
peso molecular 25bp DNA Step Ladder (Promega, Estados Unidos); L50 pb: marcador de peso molecular Ladder 50
pb (PB-L, Argentina).
Se tomaron fragmentos foliares de la planta transgénica obtenida y se trataron con manitol
0,8 M para generar plasmolisis en las células. Posteriormente, se visualizaron con
microscopio confocal. No fue posible observar la fluorescencia de forma igualmente clara
gue en el estudio previo con hojas agroinfiltradas de N. bethamiana, ni se visualizaron bulbs
o IVSP. Sin embargo, al comparar imagenes de células epiteliales de plantas con expresion
constitutiva de LtINHX1-GFP con las de plantas con expresidén constitutiva de cMyc-GFP, la
fluorescencia de las primeras pareciera acotarse a una membrana (Figura 3.14a), mientras
gue en las segundas se observé en forma mas difusa, correspondiéndose con el citoplasma
(Figura 3.14b).

Figura 3.14: Localizacion subcelular de LtNHX1-GFP en células epidérmicas plasmolizadas de L. tenuis.
a: Expresién de NHX1-GFP. b: Expresiéon de cMyc-GFP.
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2. Estudio de la tolerancia a salinidad a partir de la expresion constitutiva de
LtNHX1

2.1. Tolerancia ala salinidad de plantas transgénicas de L. tenuis

Se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre la linea transgénica G5-2-1 que
sobreexpresa LtNHX1 y la wild-type, y entre tratamientos (0, 100 y 200 mM NaCl) en las
variables e indices evaluados (Tabla 3.7).

Tabla 3.7: Comportamiento promedio de la linea transgénica G5-2-1 y la wild-type de L. tenuis evaluadas en
etapa vegetativa en condiciones salinas. Media, coeficiente de variacion (C.V.), desvio estandar (D.E.), valores

maximo y minimo y p-valor para Genotipo, Tratamiento e Interaccion Genotipo*Tratamiento.

Variable p-valor p-valor p-valor
_ Media C.V. D.E. Min. Max.

(unidad) Genotipo  Tratamiento Interaccion

LTP (cm) 9,99 5795 579 1,00 22,60 0,0004 <0,0001 0,6881

PST (mg) 75,23 59,04 4441 20,30 194,90  0,0275 <0,0001 0,2813
ITLTP 0,48 4835 0,23 0,08 1,11 0,0016 <0,0001 0,7315
ITPST 056 4488 025 0,18 1,31 0,0002 0,0022 0,6737

En color gris se indican los casos con diferencias significativas (p<0,05)

Si bien la interacciébn no fue significativa en ningln caso, probablemente debido a la
potencia del test estadistico, las pruebas de comparaciones mudltiples para las medias
ajustadas de LTP y PST mostraron diferencias entre genotipos (p<0,05) en el tratamiento
con 100 mM NacCl, con un mayor crecimiento de la linea transgénica, pero no en el control
(Figura 3.15). En el tratamiento con 200 mM, la linea G5-2-1 también presentd6 mayor
longitud del tallo principal que la wild-type (Figura 3.15a). Ademas, no presenté diferencias

en el PST entre el control y el tratamiento con 100 mM (Figura 3.15b).
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Figura 3.15: Parametros de crecimiento evaluados en la linea transgénica G5-2-1 de L.
tenuis y la linea wild-type bajo tres concentraciones salinas: 0, 100 y 200 mM NacCl. a.
Longitud del tallo principal. b. Peso seco total. Las barras indican medias ajustadas y error

estandar. Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba DGC (p<0,05).

Los indices de tolerancia reflejaron las diferencias observadas en las variables, siendo

mayores en la linea transgénica (Figura 3.16).
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Figura 3.16: indices de tolerancia de la longitud del tallo principal (ITLTP) y del peso seco
total (ITPST) promedio de las dos concentraciones salinas en la linea transgénica G5-2-1y
la wild-type. Las barras indican medias y error estandar. (**) Diferencias entre genotipos segun la
prueba DGC (p<0,01). (***) Diferencias entre genotipos segun la prueba DGC (p<0,001).

Adicionalmente, se evalud la sobrevivencia en dias por tratamiento, encontrando diferencias
significativas entre genotipos en el tratamiento con 200 mM NaCl (Kruskal-Wallis; p=0,0336).
En la figura 3.17 se observa que hasta los 8 dias desde iniciados los tratamientos ninguno
de los genotipos presentaron plantas muertas. A partir de alli, el descenso en el nimero de
plantas vivas fue més lento en la linea G5-2-1. Al final del ensayo, cinco de nueve plantas de

esta linea permanecian con vida en 200 mM, contra dos de la wild-type.
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Figura 3.17: Sobrevivencia de la linea transgénica G5-2-1 de L. tenuis y la linea wild-type en 200 mM
NaCl. Numero diario de plantas vivas de cada una de las dos lineas durante todo el ensayo (18 dias).
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En el tratamiento con 100 mM NaCl, no existieron diferencias entre genotipos en la
sobrevivencia en dias, pero al finalizar el ensayo la linea transgénica no presenté plantas
muertas, mientras que la wild-type presento tres (Figura 3.18).
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Figura 3.18: Im&genes de las plantas de la linea transgénica G5-2-1 y la wild-type en los tres tratamientos
aplicados en el ensayo para evaluar su tolerancia a la salindad: 0, 100 y 200 mM NaCl. Las fotografias se
tomaron a los 18 dias de iniciados los tratamientos, al finalizar el ensayo. Las flechas negras indican las plantas

gue no sobrevivieron a la salinidad.

Se evalud el contenido de Na*, K"y CI' (uMoles g™ Peso Seco) en hojas de las dos lineas en
el control sin agregado de sal y en 100 mM NaCl. En las dos lineas se incrementaron los
contenidos de Na® y CI cuando fueron expuestas a condiciones salinas, pero no existio
diferencia entre las mismas. El contenido de K* disminuy6 cuando se adicioné NaCl y existio

interaccion entre genotipos y tratamientos (Tabla 3.8).
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Tabla 3.8: Andlisis del contenido de iones en la linea transgénica G5-2-1 y la wild-type de L. tenuis
durante la etapa vegetativa. p-valor para Genotipo, Tratamiento e Interaccién Genotipo*Tratamiento.

p-valor p-valor p-valor
Variable
Genotipo Tratamiento Interaccion
*Na* 0,6120 <0,0001 0,5926
*K* 0,0020 <0,0001 0,0002
*CI 0,9000 <0,0001 0,6945

*Unidad: uMoles g™ Peso Seco. En color gris se indican los casos con diferencias significativas (p<0,05).

En la condicion control (0 mM NacCl), la linea transgénica y la wild-type presentaron un
contenido similar de K*, mientras que en 100 mM el contenido en G5-2-1 fue

significativamente menor (Figura 3.19).
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Figura 3.19: Contenido de K* en hojas de la linea transgénica G5-2-1 y la wild-type

(WT) bajo dos concentraciones de NaCl: 0 y 100 mM. Las barras indican medias y error

estandar. Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba DGC (p<0,05).
2.2. Tolerancia ala salinidad de plantas transgénicas de A. thaliana

2.2.1. Expresion constitutiva de LtINHX1 en plantas transgénicas de A. thaliana

Se logro el clonado de la secuencia de LtNHX1 sin el codén de inicio de la transcripcién en
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el vector pEarleyGate203, lo que permitidé la expresion constitutiva el antiporter NHX1 de

Lotus tenuis (Figura 3.20).

) )

[ Y

35S::c-Myc-LINHX 1

Figura 3.20: Vector de expresion 35S::cMyc-LtNHX1. Bar: gen marcador selectivo que codifica para la enzima

fosfinotricina acetiltransferasa (PAT) y genera resistencia al herbicida glufosinato de amonio; c-Myc: epitope
(tag); LINHX1 s/ATG: Gen de interés; 35S: promotor CaMV35S; T OCS: terminador; LB: borde izquierdo; RB:

borde derecho.

En la figura 3.21 se indican los clones evaluados a partir de la recombinacion entre el clon

pTg-NHX1-B1 y el vector pEarleyGate203, que dio lugar al vector de expresion. El clon E2

se utiliz6 para transformar A. tumefaciens.
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Figura 3.21: Clones obtenidos a partir de la recombinacion entre pTg-NHX1-B1y el vector

pEarleyGate203 resueltos en gel de agarosa 0,8 %. E2, E5: recombinaciones positivas
(bandas de 9715y 1873 pb). E1, E3, E4: sin recombinacién (banda de 11783 pb). L: marcador

de peso molecular GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific, Estados Unidos).

Con el objetivo de estudiar la participacion de LtNHX1 en la tolerancia a salinidad en la

especie modelo A. thaliana, se realiz6 la transformacién de la misma mediante el método de

inmersion floral con A. tumefaciens portador del plasmido de interés. Se seleccionaron 20
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plantas TO sobrevivientes a la aspersion con glufosinato de amonio y se realizé la PCR a
partir de ADN gendmico, resultando 13 de ellas positivas para la presencia del transgen

(Figura 3.22). La eficiencia de transformacion fue de 1,9 %.
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Figura 3.22: Productos de amplificaciobn con cebadores especificos para la
construccion 35S::cMyc-LtNHX1 en gel de agarosa (0,8 %) de 20 plantas seleccionadas
por su resistencia a PPT. La presencia de la banda (547 pb) indica la presencia del
transgén. +: control positivo. -: control negativo (ADN de planta wild-type). B: reaccion de
PCR sin ADN. L1Kb: marcador de peso molecular Ladder 1kpb plus (PB-L, Argentina).

Las plantas TO se cosecharon y su progenie constituyé la generacion T1, que fue
seleccionada utilizando la misma metodologia. Solo una de las plantas transgénicas
identificadas (P8) presentd una segregacion 3:1 (Chi-cuadrado p=0,07), por lo que se
continud trabajando con la misma y se cosecharon plantas T1 con el objetivo de obtener la

generacién T2 homocigota para el transgén, que fue la utilizada para los ensayos realizados
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posteriormente (P8-68).

Se determind la existencia de expresion del transgén LtNHX1 a partir de su amplificacion
utilizando ADNc como templado. Se observo la banda de 99 pb en las plantas transgénicas,
y ausencia de la misma en las wild-type (Figura 3.23).
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150 pb e

100 pb : _‘w e

50 pb

Figura 3.23: Expresion de LtNHX1 en plantas transgénicas de A. thaliana. a: Amplificacion de B-tubulina. b:
Amplificacién de LtNHX1. Gel de agarosa 2 %. L25 pb: marcador de peso molecular 25bp DNA Step Ladder (Promega,
Estados Unidos); L50 pb: marcador de peso molecular Ladder 50 pb (PB-L, Argentina). WT: linea wild-type (dos
repeticiones). P8-68: linea transgénica (dos repeticiones). +: control positivo. B: blanco (reaccion de PCR sin ADNc).

2.2.2. Tolerancia a la salinidad de plantas transgénicas de A. thaliana en etapa de

germinacion

Para las dos variables analizadas se encontraron diferencias significativas entre genotipos y

tratamientos, e interaccidn significativa entre ellos (Tabla 3.9).
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Tabla 3.9: Comportamiento promedio de la linea transgénica P8-68 y la wild-type de A. thaliana evaluadas
en etapa de germinacion en condiciones salinas. Media, coeficiente de variacion (C.V.), desvio estandar (D.E.),

valores maximo y minimo y p-valor para Genotipo, Tratamiento e Interaccion Genotipo*Tratamiento.

Variable p-valor p-valor p-valor
_ Media C.V. D.E. Min. Max.
(unidad) Genotipo  Tratamiento Interaccién
IG 6,07 8848 537 0,24 15,76 0,0003 0,0001 0,0338
PG (%) 38,62 80,05 3092 1,89 8841 <0,0001 <0,0001 0,0004

En color gris se indican los casos con diferencias significativas (p<0,05).

La linea P8-68, que presenta expresion constitutiva de LtNHX1, tuvo un mayor porcentaje e
indice de germinacion en condiciones salinas que el ecotipo wild-type. Para ambas
variables, el comportamiento de P8-68 en el tratamiento control fue similar al de la linea
wild-type Col O (Figuras 3.24 y 3.26). El porcentaje de semillas germinadas disminuyé con el
agregado de NaCl en ambos genotipos pero lo hizo en forma mas acentuada en el wild-type
(Figura 3.24). En 50, 100 y 150 mM NacCl, los PG de la linea P8-68 fueron superiores a los
de Col 0.
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Figura 3.24: Porcentaje de semillas germinadas a 25 dias de ensayo en la linea
transgénica de A. thaliana respecto a la Col 0 bajo cuatro concentraciones de NacCl: 0,
50, 100 y 150 mM. Las barras indican medias y error estandar. Letras distintas indican
diferencias significativas segun la prueba DGC (p<0,05).
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Este mayor porcentaje de semillas germinadas en la linea P8-68 pudo observarse desde los

6 dias de inicado el ensayo (Figura 3.25).

Figura 3.25: Germinacién de la linea transgénica de A. thaliana y la linea wild-type (Col 0)
bajo cuatro concentraciones de NaCl: 0, 50, 100 y 150 mM. Las fotografias se tomaron a los 6

dias de inciado el ensayo y corresponden a una repeticion de cada genotipo en cada tratamiento.

La linea P8-68 presentd un indice de germinacion, indicador de la velocidad de germinacion,
similar al del control en los tratamientos con 50 y 100 mM. La disminucion de IG de la linea
P8-68 solo fue significativa en el tratamiento con 150 mM, pero en todos los tratamientos

salinos existieron diferencias con la Col O (Figura 3.26).
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Figura 3.26: Indice de germinacion de la linea transgénica de A. thaliana respecto ala Col 0
bajo cuatro concentraciones de NaCl: 0, 50, 100 y 150 mM. Las barras indican medias y error
estandar. Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba DGC (p<0,05).
Las diferencias entre los genotipos pueden observarse claramente en los diagramas de
perfiles multivariados de la figura 3.27. Mientras las graficas del tratamiento control fueron

muy similares a lo largo del ensayo, en el resto de los tratamientos se observa claramente la

ventaja de la linea P8-68.
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Figura 3.27: Diagramas de perfiles multivariados para la variable porcentaje de germinacion (PG) registrada en 6
oportunidades desde el incio del ensayo en una linea transgénica de A. thaliana (P8-68) y una wild-type (Col 0). a: PG de

Col 0 alo largo del tiempo. b: PG de P8-68 a lo largo del tiempo.
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2.2.3. Tolerancia a la salinidad de plantas transgénicas de A. thaliana en etapa
vegetativa

2.2.3.1. Aclimatacidn al estrés salino

Si bien a los 30 dias de iniciados los tratamientos salinos no existieron diferencias
significativas entre genotipos en el peso seco aéreo (PSA) y el diametro (D), el p-valor fue
inferior a 0,10 indicando una tendencia a favor de P8-68. Esto llevd a que existieran
diferencias significativas en los indices de tolerancia (Tabla 3.10).
Tabla 3.10: Comportamiento promedio de la linea transgénica P8-68 y la wild-type de A. thaliana evaluadas
en etapa vegetativa en condiciones salinas aplicadas en forma gradual. Media, coeficiente de variacion (C.V.),

desvio estandar (D.E.), valores maximo y minimo y p-valor para Genotipo, Tratamiento e Interaccion
Genotipo*Tratamiento.

Variable p-valor p-valor p-valor
_ Media C.V. D.E. Min. Max.
(unidad) Genotipo  Tratamiento Interaccién
D (cm) 8,27 3571 295 4,00 14,550 0,0885 <0,0001 0,0113
PSA (mg) 89,62 5595 50,14 37,40 194,60 0,0782 <0,0001 0,5629
ITD 0,53 1953 0,10 0,32 0,68 <0,0001 <0,0001 0,0503
ITPSA 0,36 1587 0,06 0,24 0,44 <0,0001 0,0045 0,5844

En color gris se indican los casos con diferencias significativas (p<0,05).

Ademas, se encontrd interaccién entre genotipo y tratamiento en el didmetro (Figura 3.28).
En el tratamiento control, no existieron diferencias entre los genotipos, mientras que en los

tratamientos salinos el diametro de P8-68 fue mayor.
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Figura 3.28: Diametro en la linea transgénica P-8-68 de A. thaliana y la wild-type (Col 0) alos 30
dias de ensayo bajo tres concentraciones de NaCl: 0, 100 y 200 mM. Las barras indican medias y

error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba DGC (p<0,05).

La linea transgénica present6 una reduccion notable en el crecimiento en condiciones

salinas. Sin embargo, esta reducciéon fue menor que en el genotipo wild-type, lo cual se
refleja en los indices de tolerancia estimados (Figura 3.29).
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Figura 3.29: indices de tolerancia del peso seco aéreo (ITPSA) y del diametro (ITD) en un ensayo comparativo
en condiciones salinas entre la linea transgénica P8-68 y la wild-type (Col 0). Las barras indican medias y error

estandar. (***) Diferencias entre genotipos segun la prueba DGC (p<0,001). Las imagenes fueron tomadas a los 30
dias de iniciado el ensayo.

2.2.3.2. Estrés salino impuesto por shock

Existieron diferencias significativas entre genotipos en el peso seco aéreo (PSA) y el
didmetro (D) y en sus indices de tolerancia a los 28 dias de iniciados los tratamientos

salinos (Tabla 3.11). Ademas existio interaccion significativa y diferencias entre tratamientos.
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Tabla 3.11: Comportamiento promedio de la linea transgénica P8-68 y la wild-type de A. thaliana evaluadas en
etapa vegetativa aplicando un estrés por shock salino. Media, coeficiente de variacion (C.V.), desvio estandar

D.E.), valores maximo y minimo y p-valor para Genotipo, Tratamiento e Interaccién Genotipo*Tratamiento.
( y yp p p p

Variable p-valor p-valor p-valor
_ Media C.V. D.E. Min. Max.
(unidad) Genotipo  Tratamiento Interaccién
D (cm) 8,65 41,28 357 4,00 13,70 0,1867 <0,0001 0,0240
PSA(mg) 102,50 52,77 54,09 28,90 183,40 0,046 <0,0001 0,0453
ITD 045 2252 010 0,33 0,66 0,0016 - -

ITPSA 035 4435 0,16 0,19 0,63 0,0133 - -

En color gris se indican los casos con diferencias significativas (p<0,05).

La interaccion hallada entre genotipos y tratamientos se debe a que en el control no
existieron diferencias entre los genotipos, mientras en el tratamiento de 200 mM la linea P8-

68 presenté mayor diamentro y PSA (Figura 3.30).
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Figura 3.30: Comportamiento de P8-68 y de la linea wild-type en un tratamiento con 200 mM NaCl impuesto por shock
y en el control sin agregado de sales. a. Diametro de planta. b. Peso seco aéreo. Las barras indican medias y error

estandar. Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba DGC (p<0,05).

La linea P8-68 también presentdé mayores indices de tolerancia para las dos variables

(Figura 3.31).
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Figura 3.31: indices de tolerancia del peso seco aéreo (ITPSA) y del diametro (ITD) en un
ensayo comparativo entre la linea transgénica P8-68 y la wild-type (Col 0) bajo un
tratamiento de 200 mM NaCl impuesto por shock. Las barras indican medias y error estandar.
(**) Diferencias entre genotipos segun la prueba DGC (p<0,01). (*) Diferencias entre genotipos
segun la prueba DGC (p<0,05). La fotografia corresponde a las repeticiones de los dos genotipos
en el tratamiento salino y fue tomada a los 28 dias de iniciado el ensayo.

Se evalud el contenido de Na*, K*y CI' (uMoles g™ Peso Seco) en hojas de las dos lineas en
el control sin agregado de sal y en 200 mM NacCl. Al igual que en Lotus, en las dos lineas se
incrementaron los contenidos de Na* y CI'y disminuyé el de K* cuando fueron expuestas a

condiciones salinas. En el contenido de Na’' existi6 interaccion entre genotipos vy
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tratamientos (Tabla 3.12).

Tabla 3.12: Analisis del contenido de iones en la linea transgénica P8-68 y la wild-type de A. thaliana
evaluadas en etapa vegetativa aplicando un estrés por shock salino. p-valor para Genotipo,
Tratamiento e Interaccion Genotipo*Tratamiento.

p-valor p-valor p-valor
Variable
Genotipo Tratamiento Interaccion
*Na* 0,0084 <0,0001 0,0099
*K* 0,3333 <0,0001 0,0905
*CI 0,1341 <0,0001 0,0544

*Unidad: uMoles g™ Peso Seco. En color gris se indican los casos con diferencias significativas (p<0,05).

En condicion control (0 mM NaCl), la linea transgénica y la wild-type presentaron un
contenido similar de Na’, mientras que en 200 mM el contenido de Na® de P8-68 fue

significativamente mayor (Figura 3.32).
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Figura 3.32: Contenido de Na* en hojas de la linea transgénica P8-68 y la wild-type (Col 0)
bajo dos concentraciones de NaCl: 0 y 200 mM. Las barras indican medias y error estandar.
Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba DGC (p<0,05).
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DISCUSION
1. Ubicacion subcelular del antiporter NHX1 de Lotus tenuis

Los antiporters de tipo NHX pertenecen a la superfamilia CPA (Cation:Proton Antiporter)
constituida por antiporters monovalentes, y a la familia CPA1 (Sze & Chanroj, 2018). En
arabidopsis, se han encontrado 8 transportadores NHX, de los cuales, AtNHX7 (SOS1) y
AtNHX8 se ubican en la membrana plasmatica y no participan en la homeostasis i6nica de
los compartimentos intracelulares como lo hacen los demas (Bassil et al., 2019). Los otros 6
antiporters NHX son intracelulares y se dividen en dos grupos. El grupo | esta conformado
por los antiporters AtNHX1 a AtNHX4 que se ubican en el tonoplasto (Bassil, Tajima, et al.,
2011; McCubbin et al., 2014), mientras que los antiporters del grupo I, AtNHX5 y AtNHX®6,
se encuentran en la red de el Golgi, el trans-Golgi y compartimentos endosomales (Bassil,
Ohto, et al., 2011).

En el presente trabajo se confirmd que la proteina codificada por la secuencia publicada del
gen NHX1 de Lotus tenuis (GenBank: 727217.1) se ubica en el tonoplasto, con lo cual se
trata de un antiporter NHX perteneciente al grupo I. Si bien la region codificante de LtINHX1
habia sido clonada por otro grupo de investigacion (Teakle, Amtmann, et al.,, 2010), su

localizacién in planta no habia sido estudiada.

El andlisis de la localizacién subcelular se realizé6 mediante la expresion, en dos sistemas
vegetales, de la proteina de fusion LtNHX1-GFP. Por un lado, se obtuvo una linea
transgénica de L. tenuis que expresa LtINHX1-GFP en forma constitutiva. Si bien la imagen
obtenida por microscopia confocal no permitié por si misma inferir la ubicacion subcelular de
la proteina, al compararla con otra linea que solo expresa GFP en citoplasma, la
fluorescencia pareceria localizarse en el tonoplasto (Figura 3.14). Por el contrario, al
expresar la proteina de fusion en forma transitoria en hojas de Nicotiana benthamiana, se
pudo contar con indicios mas claros de su ubicacién. En este sistema, se observé
fluorescencia en membrana vacuolar y en hebras transvacuolares de células epidérmicas
(Figura 3.8). Ademas, luego de aplicar un tratamiento de plasmdlisis en las células, se
visualizaron estructuras esféricas dentro de las vacuolas, que podrian ser estructuras
esféricas intravacuolares (IVSP) o “bulbs” (Reisen et al., 2005; Saito et al., 2002; Segami et
al., 2014). Estas se originarian a partir de la adhesion de dos tonoplastos e invaginacion, por
lo que se considera que estan formadas por una doble membrana vacuolar, lo que lleva a
gue su fluorescencia sea mayor a la del tonoplasto de la vacuola central (Segami et al.,

2014). En este trabajo, la fluorescencia de los “bulbs” fue significativamente superior a la
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fluorescencia de regiones de la membrana vacuolar cercanas a los mismos, en una relacion
mayor a 2:1 (Figura 3.9). Esto confirmaria que se trata de dichas estructuras. Su aparicion
podria deberse a la dimerizacion de GFP cuando se utiliza para marcar proteinas del
tonoplasto (Segami et al., 2014). La presencia de las mismas junto con los indicios

previamente mencionados permitieron confirmar la localizacion de LtNHX1.

La proteina LtINHX1-GFP fue apenas detectada mediante Western blot y las dos bandas
tenues observadas presentaron un peso molecular inferior al esperado (Figura 3.10). Esto
coincide con lo observado para el antiporter NHX1 de otras especies (Apse et al., 1999;
Fukuda, Nakamura, et al., 2004; Hanana et al., 2007; Venema, Quintero, Pardo, & Donaire,
2002; Xia, Apse, Aharon, & Blumwald, 2002), y puede deberse a una migraciéon anémala en
el gel, que ya fue reportada para otras proteinas de membrana y que se explica por la unién
del detergente SDS a los motivos hélice-bucle-hélice que presentan estas proteinas (Rath,
Glibowicka, Nadeau, Chen, & Deber, 2009). Otra explicacién es que podria deberse al
clivaje o degradacion de la proteina por la presencia de un péptido sefial N-terminal, sin
embargo, mediante herramientas bioinformaticas no se predijo la existencia del mismo. Sin
embargo, se encontré una secuencia PEST, asociada a proteinas de vida media celular

corta (Rechsteiner & Rogers, 1996).

Cabe mencionar que se observaron al menos dos bandas (Figura 3.10). Esto coincide con
los patrones difusos o multi-banda observados en los SDS-PAGE de las proteinas NHX1 de
A. thaliana (Venema et al., 2002), Saccharomyces cerevisiae (Wells & Rao, 2001) y Oryza
sativa (Fukuda, Nakamura, et al., 2004), y sugeriria la existencia de modificaciones
postraduccionales, ya demostradas en S. cerevisiae (Wells & Rao, 2001). Mediante la
herramienta GlycoEP se encontraron dos sitios potenciales de N-glicosilacion en los
residuos 50 y 293 de LtNHX1 (Figura 3.11).

2. Funcionalidad de LtNHX1 en la tolerancia a la salinidad

Una vez determinada la ubicacién subcelular, el objetivo del trabajo fue realizar una prueba
de concepto que indique la importancia de LINHX1 en la tolerancia a la salinidad. Si bien se
trata de un caracter complejo, se ha demostrado en numerosos trabajos que la
sobreexpresion de un solo gen puede incrementar la tolerancia (Bassil, Coku, & Blumwald,
2012; M. S. Khan, Ahmad, & Khan, 2015; Y. C. Ma et al., 2017). Desde que se identificé el
gen NHX1 de A. thaliana, se ha expresado en forma constitutiva en diversas especies
mejorando su comportamiento frente a condiciones salinas. También se han expresado

genes NHX1 provenientes de especies de interés agronémico en sistemas heterélogos,
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mayormente arabidopsis (referencias contenidas en P. K. Agarwal et al., 2018; M. S. Khan et
al., 2015).

En el presente estudio se analizé la tolerancia de plantas transgénicas de L. tenuis y A.
thaliana con expresion constitutiva del gen LtINHX1. En los dos casos, la salinidad afecté el
crecimiento de las lineas transgénicas, pero en menor medida que en las respectivas lineas
wild-type (Figuras 3.18, 3.29 y 3.31). Esta inhibicion del crecimiento coincide con la
observada en un gran nimero de trabajos. En un estudio comparativo de la tolerancia a la
salinidad de plantas transgénicas de A. thaliana con expresién constitutiva de genes NHX1
de distintas especies (algododn, levadura, trigo, la propia arabidopsis y la haléfita Suaeda
salsa), todas las lineas incrementaron la tolerancia respecto a la wild-type frente a 200 mM
NaCl, aunque en diferente medida, y en todos los casos existié inhibicion del crecimiento (P.
Liu, Yang, Li, Zheng, & Wu, 2010). Lo mismo se observé en trigo y festuca alta con
expresion constitutiva de AtNHX1 (Xue et al., 2004; Zhao, Zhi, Xue, Liu, & Xia, 2007), en
transgénicas de arroz con sobreexpresion del propio gen OsNHX1 (Fukuda, Nakamura, et
al., 2004), y en plantas transgénicas de tabaco con expresioén constitutiva del gen de
algodén GhNHX1 (C. A. Wu, Yang, Meng, & Zheng, 2004). Si bien genes provenientes tanto
de halofitas como de glicéfitas incrementan la tolerancia a la salinidad, podria pensarse que
genes aislados de especies haldfitas, que naturalmente toleran altas concentraciones de
NaCl, permiten una menor inhibicibn del crecimiento en condiciones salinas al ser
expresados en sistemas heterélogos. Sin embargo, también se ha reportado reduccion en el
crecimiento de las plantas en condiciones salinas al expresar genes NHX1 de haldfitas en
forma constitutiva, incluso sin diferencias respecto a los genes de glicofitas (Lan, Duan,
Wang, Zhou, & Wu, 2011; J. Y. Li et al., 2008; P. Liu et al., 2010). Si bien, como ya fue
mencionado, expresar en forma constitutiva un Unico gen puede incrementar la tolerancia, el
hecho de que aun asi la salinidad afecte a las plantas transgénicas da idea de la
complejidad del caracter. Es por esto que en los (ltimos afios se ha estudiado la
piramidizacion de transgenes relacionados con la tolerancia, con mejores resultados que en
lineas que expresan solo uno de los genes considerados (Bhaskaran & Savithramma, 2011,
Nguyen et al., 2019; Pehlivan et al., 2016; Shen et al., 2015; Q. Yang et al., 2009).

En este trabajo la linea transgénica de A. thaliana fue mas tolerante a la salinidad durante la
germinacion que la wild-type (Figura 3.27). Esto coincide con lo hallado por otros autores
tanto en plantas transgénicas de arabidopsis con expresion constitutiva de genes NHX1
heterélogos (An et al., 2008; N. Li et al., 2017), como en otras especies (Huang et al., 2018;
Xue et al., 2004; Zhao et al., 2007).
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Adicionalmente, se evaluaron los contenidos de iones Na’, K* y CI en hojas de plantas
transgénicas de las dos especies. En 200 mM NaCl, la linea transgénica de A. thaliana se
diferencié de la wild-type Unicamente en el contenido de Na®, presentando una mayor
acumulacion (Figura 3.32). Si bien en algunos estudios la tendencia fue la contraria, en
general, las plantas transgénicas con expresion constitutiva de NHX1 suelen presentar
mayores contenidos de Na" y mayor tolerancia a la salinidad (Apse et al., 1999; H. Chen et
al., 2007; Fukuda, Nakamura, et al., 2004; Huang et al., 2018; J. Y. Li et al., 2008; P. Liu et
al., 2010; Nguyen et al., 2019). Esto puede relacionarse con la existencia de tolerancia
tisular a partir de la compartimentalizacion de este ion en vacuolas por la actividad del
antiporter NHX1 (Blumwald & Gelli, 1997; Munns et al., 2016).

En L. tenuis, existieron diferencias entre genotipos para el contenido de K*, con una mayor
disminucion en la linea transgénica respecto a la wild-type cuando se trataron con 100 mM
NaCl (Figura 3.19). Por su gran similitud quimica, el incremento del Na® genera un
desplazamiento del K" en sus funciones haciendo que su contenido disminuya (Blumwald,
2000; Ghars et al., 2008; Maathuis & Amtmann, 1999). Debido a esto, en diversos estudios
con plantas transgénicas con expresion constitutiva de NHX1 se ha reportado un incremento
en el contenido de Na* y una disminucién en el de K* (Bhaskaran & Savithramma, 2011; H.
Chen et al., 2007; L. H. Chen, Zhang, & Xu, 2008; Kumar, Kalita, Srivastava, & Sahoo, 2017;
Pehlivan et al., 2016). Sin embargo, en el presente trabajo, el contenido de Na® en
condiciones salinas en plantas transgénicas de L. tenuis fue similar al de las wild-type, por lo
que la disminucién del K™ no se explica directamente por el aumento del Na* y es posible
gue existan otros factores involucrados que no han sido estudiados. Por ejemplo, conocer el
contenido de iones en raices podria ayudar a explicar lo obsevado en relacién al transporte
de los mismos, pero debido a cuestiones experimentales no se pudo realizar esta evaluacion

en forma confiable.

En estudios previos, la expresién de LtINHX1 habia incrementado la tolerancia a la salinidad
de una cepa mutante de levadura (Saccharomyces cerevisiae) con alta susceptibilidad a los
excesos de NaCl debido a la falta de transportadores endégenos de Na* (Teakle, Amtmann,
et al., 2010). Sin embargo, no se habia realizado un estudio semejante en organismos
vegetales. Si bien hasta el momento solo se estudiaron una linea transgénica de A. thaliana
y una de L. tenuis, los resultados de este trabajo sugieren gque la expresién constitutiva de
LINHX1 incrementa la tolerancia a la salinidad, confirmando el rol del antiporter en la
respuesta a este estrés abidtico. En el futuro deberian estudiarse los mecanismos de
regulacion del gen con el fin de tener un conocimiento mas acabado de la actividad del

antiporter LtNHX1 en condiciones salinas. Por ejemplo, mediante estudios funcionales con
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marcadores visualizables bajo el control transcripcional de la region 5° de LtINHX1, o el
estudio de la posible accién reguladora de sus intrones.
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CONCLUSIONES

>

Se determind que la proteina LtNHX1 se localiza en la membrana vacuolar,
constituyendo un antiporter NHX del grupo 1.

Se obtuvieron lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana y Lotus tenuis con expresion
constitutiva de LtNHX1.

La expresion constitutiva de LtNHX1 incrementd la tolerancia a la salinidad de A.
thaliana mediante el aumento de la velocidad y el porcentaje de germinacién en 50, 100
y 150 mM NaCl. También incrementé la tolerancia a la salinidad en etapa vegetativa

cuando el estrés fue impuesto tanto por shock como por aclimatacion.

La expresion constitutiva de LtNHX1 incrementd la tolerancia a la salinidad de L. tenuis
en etapa vegetativa incrementando la sobrevivencia, la longitud del tallo principal y el

peso seco total de las plantas.

Las plantas transgénicas de A. thaliana presentaron mayor contenido de Na* en hojas
gue las wild-type cuando fueron tratadas con 200 mM NaCl, lo cual indicaria la
existencia de tolerancia tisular debido a la actividad del antiporter NHX1. Sin embargo,
en L. tenuis no se detectaron diferencias en el contenido de Na* cuando se las traté con
100 mM de NaCl pero si en el de K*, siendo menor en las plantas transgénicas que en
las wild-type. En el futuro, deberian analizarse con mas detalle estos y otros parametros

fisiologicos.
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La presente tesis doctoral permiti6 ampliar los conocimientos sobre los mecanismos de
tolerancia a la salinidad de la leguminosa forrajera Lotus tenuis, especialmente en relacion a

la compartimentalizaciéon de sodio en vacuolas.

Si bien se habia reportado la existencia de variabilidad en la tolerancia a la salinidad de
germoplasma de L. tenuis, existio dificultad en hallar materiales con comportamiento
contrastante. Esto se debié a que se comenzé la investigacion con la evaluacion de familias
de medios hermanos derivadas de poblaciones colectadas en suelos bajos de la provincia
de Buenos Aires, por lo que puede suponerse que presentaban cierta adaptacion al estrés.
La variabilidad encontrada fue estrecha y, en términos generales, todas las familias
presentaron tolerancia a la salinidad. Ademas, debido a que las condiciones ambientales no
se repitieron y a la variabilidad intrafamiliar existente, el comportamiento de las familias no
fue consistente en los dos ensayos realizados. Por este motivo, se introdujo variabilidad a
través del cultivar Pampa INTA y se trabajé con genotipos propagados vegetativamente. A
este nivel, se pudieron seleccionar un genotipo tolerante y uno susceptible con
comportamiento diferencial tanto en la reduccion del peso seco en condiciones salinas como

en la sobrevivencia.

Se compararon los contenidos de Na*, K* y CI" en los genotipos previamente seleccionados,
y la expresion relativa en condiciones salinas de genes codificantes de transportadores de
membrana, considerados relevantes en la respuesta al estrés en estudio. El agregado de sal
incrementd los niveles de Na* y CI' en ambos genotipos. En raiz este incremento con
respecto al control sin agregado de sal fue mayor en el genotipo tolerante. En parte aérea
ocurrié lo contrario y fue el genotipo susceptible el que presentd mayores incrementos
respecto al control. Esto podria indicar una exclusiéon de iones mas eficiente, y un mayor
secuestro de los mismos en las vacuolas de la raiz en el genotipo tolerante, contribuyendo a
la mayor tolerancia mediante la reduccién de la toxicidad i6nica en la parte aérea. Los
cambios en la expresion génica en las raices apoyaron esta conjetura, ya que el genotipo
tolerante present6 un incremento en la expresion relativa de NHX1 (responsable de la
compartimentalizacion de Na'), de SOS1 (relacionado con su exclusion), y de HKT1
(relacionado con la descarga de Na* del xilema para evitar su transporte a la parte aérea).
También se incrementé la expresion del gen del cotransportador CCC, posiblemente
relacionado con la exclusion de CI. En el genotipo susceptible, el cloruro de sodio no

produjo el incremento de los transcriptos de estos genes en raiz.

Hacia el final del ensayo de expresion génica (96 horas de iniciados los tratamientos

salinos), se invirti6 la tendencia y el contenido de Na* en hojas respecto al control fue
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superior en el genotipo tolerante que en el susceptible. Sin embargo, incluso en esta
situacion, el genotipo tolerante incrementd la expresion de los tres genes estudiados
relacionados con el transporte y acumulacion de Na* (NHX1, SOS1 y HKT1), contribuyendo
a la tolerancia. El genotipo susceptible incrementd la expresion de NHX1 en hoja, lo cual
resulté menos eficiente para disminuir los efectos tdxicos del Na* que la

compartimentalizacion en raices presumiblemente realizada por el genotipo tolerante.

Se logro identificar y secuenciar la regiéon 5’ no publicada de LtNHX1 y su analisis in silico
permitié predecir la presencia de sitios de union de factores de transcripcién y elementos
reguladores relacionados con la respuesta a estrés salino y otros tipos de estrés abiotico. Se
compararon las regiones 5’ de los dos genotipos con comportamiento contrastante, y si bien
existen diferencias en sus secuencias y en la presencia de algunos de sus elementos
reguladores, estas no indican en si mismas diferencias en la regulacién de los genes. Por
esto, seria de importancia profundizar los estudios de la regién 5 mediante herramientas
moleculares, como el andlisis del control transcripcional de secuencias marcadoras

visualizables.

Con el fin de determinar si la secuencia publicada de la region codificante de LtNHX1 es
efectivamente ortéloga a la del antiporter NHX1 de Arabidopsis thaliana, se determind su
ubicacién subcelular, concluyendo que al igual que en la especie modelo, se trata de un
transportador NHX del grupo |, localizado en la membrana vacuolar. Ademas se realizd una
prueba de concepto, para conocer el impacto de la expresién constitutiva de LtINHX1 en la
tolerancia a la salinidad de plantas transgénicas de A. thaliana y L. tenuis. Se incrementd la
velocidad y el porcentaje de germinacion en 50, 100 y 150 mM NaCl de una linea
transgénica de A. thaliana con expresién constitutiva de LtINHX1 respecto a la linea wild-type
y también se incrementd la tolerancia a la salinidad en etapa vegetativa tanto cuando el
estrés fue impuesto por un shock de 200 mM NaCl como por aclimatacion con 100 y 200
mM. La sobreexpresién de LtINHX1 en una linea transgénica de L. tenuis increment6 su

crecimiento y sobrevivencia respecto a la linea wild-type.

Las dos lineas transgénicas obtenidas presentaron inhibicion del crecimiento al ser
expuestas a condiciones salinas, pero se vieron menos afectadas que las respectivas lineas
wild-type. La tolerancia a la salinidad es un caracter complejo, determinado por varios
genes. En el presente trabajo se demostrd en el ensayo de expresion génica en genotipos
contrastantes, que si bien NHX1 participa en la tolerancia y es muy importante para la

compartimentalizacion de Na®, sobre todo en raices, actla en combinacién con otros
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transportadores que reducen o retrasan el transporte de Na* a la parte aérea de las plantas
como SOS1 y HKT1.

En conclusiéon, se determin6é que el antiporter vacuolar NHX1, expresado en forma
constitutiva o no, es de importancia en la tolerancia a la salinidad de L. tenuis pero comparte

con otros transportadores de membrana la actividad en la respuesta a estrés salino.
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Anexo 1.1

Anexo 1.1: Tasa de crecimiento relativo de 15 FMH de L. tenuis en dos fechas (16 y 29 ddi) y tres tratamientos (0, 150

y 300 mM NacCl). Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) en cada FMH y tratamiento segun el test DGC.

. . 16 ddi 29 ddi
FMH Identificacion
0 150 300 0 150 300

325 1 0,14 A 0,12B 0,12B 0,11 A 0,10 A 0,09B
447 2 0,13 A 0,14 A 0,14 A 0,11 A 0,09B 0,09B
490 3 0,14 A 0,13 A 0,12B 0,11 A 0,10B 0,09B
685 4 0,16 A 0,15B 0,15B 0,12 A 0,11 B 0,10 C
690 5 0,18 A 0,16 A 0,15 A 0,13 A 0,11 A 0,10B
691 6 0,13 A 0,11 B 0,10B 0,10 A 0,09B 0,08 B
1146 7 0,11 A 0,11 A 0,10 A 0,10 A 0,08 B 0,08 B
1193 8 0,13 A 0,13 A 0,12 A 0,11 A 0,10 A 0,07 B
1195 9 0,15 A 0,14 A 0,14 A 0,12 A 0,11 A 0,09B
1894 10 0,11 A 0,11 A 0,12 A 0,10 A 0,09 A 0,08 A
1897 11 0,14 A 0,13 A 0,13 A 0,11 A 0,09 A 0,09B
2241 12 0,10 A 0,08 A 0,08 A 0,09 A 0,08 B 0,07 B
2243 13 0,12 A 0,11 A 0,11 A 0,10 A 0,09B 0,08 B
2248 14 0,11 A 0,1B 0,09 C 0,11 A 0,08 B 0,07 C
2297 15 0,12 A 0,11 A 0,11 A 0,10 A 0,08 A 0,07 A
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Anexo 2.1

Anexo 2.: Significancias estadisticas de la relacién entre los contenidos de Na*, Ky CI" (uMoles g*
Peso Seco) en condiciones salinas y los contenidos en el control de dos genotipos de Lotus tenuis
evaluados en condiciones salinas. p-valor para genotipo (Gen), tratamiento(Trat), considerado como la
combinacién de la concentracion salina y el momento, tejido (Tejido) y sus interacciones.

Variable

Na'/Control K*/Control  Cl/Control (K*/Na*)/Control

p-valor Gen <0,0001 <0,0001 0,0875 <0,0001
p-valor Trat <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
p-valor Tejido <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
p-valor Gen*Trat <0,0001 0,0038 <0,0001 0,0002
p-valor Gen*Tejido <0,0001 0,0024 <0,0001 <0,0001
p-valor Tejido*Trat <0,0001 0,0001 0,0005 <0,0001
p-valor Gen*Trat*Tejido <0,0001 0,006 <0,0001 0,0685

En color gris se indican los casos con diferencias significativas (p<0,01)
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Anexo 2.2
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Anexo 2.: Contenido de ClI” respecto al control de dos genotipos en raiz, tallo y hoja a 24, 48, 72 y 96 horas de
iniciar tres tratamientos salinos: 100, 200 y 300 mM. Las barras indican las medias. Letras distintas indican
diferencias significativas (p<0,05).
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Anexo 3.: Posibles sitios de N-Glicosilacién en el antiporter LtNHX1 predichos con
la herramiento GlycoEP. En los circulos rojos se indican los dos sitios que superaron el

umbral de 0,5.
Anexo 3.2
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Anexo 3.: Analisis in silico de la proteina LtNHX1 mediante la herramienta Signal P.
El score en ningun caso superd la linea de corte por lo que no se predijo la existencia de

péptido sefial.
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