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Resumen

Lotus tenuis es una leguminosa forrajera perenne que se encuentra naturalizada
en la Pampa Deprimida y se considera tolerante a la salinidad. La
compartimentalizacion intracelular de Na* en vacuolas mediante el antiporter
NHX1 es una estrategia de las plantas para reducir la toxicidad i6nica durante el
estrés salino. Se conoce que la expresion modulada de NHX1 es clave en la
tolerancia a salinidad de diversas especies, y que su expresion constitutiva en
plantas transgénicas incrementa la tolerancia. El objetivo de este trabajo fue
estudiar los cambios en la tolerancia a la salinidad de Arabidopsis thaliana a través
de la expresion constitutiva de la region codificante del gen NHX1 de Lotus tenuis
(LtNHX1). Para esto, se obtuvieron cinco lineas transgénicas de A. thaliana
utilizando el método de inmersion floral con Agrobacterium tumefaciens cepa
GV3101 portadora de la construccion 35S:cMyc-LtNHX1. La misma se habia
obtenido previamente por el grupo de trabajo de la Ul UNNOBA-INTA mediante el
subclonado de la regién codificante de LtINHX1 en el vector pEarleyGate203, que
permite su expresion constitutiva. Se seleccionaron las plantulas que expresaron
el gen bar, marcador de seleccion que confiere resistencia al herbicida glufosinato
de amonio. Se confirmd la presencia del transgén por PCR y se obtuvieron lineas
homocigotas portadoras del evento de transformacion. La expresion del transgén
se confirmé por RT-PCR.

Para evaluar la tolerancia a la salinidad durante la etapa vegetativa, las lineas
transgénicas y el genotipo salvaje (Col 0) se analizaron en un DCA bajo tres
tratamientos: 0 (control), 50 y 100 mM NacCl. A los 28 dias se evalu6 diametro de
planta (D, cm), peso fresco aéreo (PFA, mg), peso seco aéreo (PSA, mg), peso
seco radicular (PSR, mg) y peso seco total (PST, mg) y se estimaron los indices
de tolerancia del diametro y del peso seco aéreo (ITD e ITPSA) a partir de la
relacion entre el valor de las plantas regadas con NaCl y el promedio del control.
Ademas, se determin6 el contenido de Na* y K* (uMoles g peso seco) en
muestras de hoja y raiz mediante fotometria de llama. Se realiz6 ANOVA de dos
vias y test de comparaciones multiples DGC. Cuatro de las lineas transgénicas
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presentaron mayores ITD e ITPSA que Col 0. Se realiz6 un nuevo analisis
comparativo entre una de las lineas transgénicas (28-13) y la Col 0, disminuyendo
la variabilidad de los datos. La linea 28-13 presentdé mayor ITD e ITPSA y se
encontrd interaccion genotipo*tratamiento para PSA y D, con mayores medias de
28-13 en 100 mM NaCl. Ademas, la linea transgénica acumulé mas Na* en hoja.
Un incremento de Na* en las células podria causar toxicidad i6nica y conducir a
una grave inhibicion del crecimiento. Sin embargo, se observd un mejor
crecimiento de las plantas transgénicas en comparacion con las wild-type bajo
condiciones salinas, lo que podria ser consecuencia de la compartimentalizacién
del exceso de Na* en las vacuolas mediada por el antiporter NHX1 de Lotus
tenuis. Dicha compartimentalizaciéon disminuiria los niveles toxicos del ion en el
citoplasma de las células de las hojas, incrementando la tolerancia tisular en las

plantas transgénicas bajo estrés salino.

Para evaluar la tolerancia a la salinidad en la germinacion se sembraron semillas
del tipo salvaje (Col 0) y de la generacion T3 de tres de las lineas transgénicas en
medio MS con 0 (control), 50, 100 y 150 mM NacCl. Se determiné el porcentaje de
germinacion (PG) respecto a las semillas sembradas al inicio del ensayo. La
velocidad de germinacion se estimd utilizando una modificacion del indice de
Timson: IG = G/t donde G es el porcentaje de semillas germinadas en distintos
recuentos y t es el periodo total de germinacion (11 dias). Se realiz6 un ANOVA de
dos vias y test de comparaciones multiples DGC. Las lineas transgénicas
presentaron mayores PG e IG en los tratamientos con 100 y 150 mM NaCl que Col
0, exhibiendo una mayor tolerancia al estrés salino. Estos resultados sugieren que
la expresion constitutiva de LtNHX1 contribuye a incrementar la tolerancia a

salinidad en la germinacion.

En estudios previos, la sobreexpresion de LtNHX1 habia incrementado la
tolerancia a la salinidad en etapa vegetativa de un genotipo transgénico de L.
tenuis. En el presente trabajo, se confirmd el rol del antiporter NHX1 en la
respuesta a dicho estrés abidtico en un sistema heter6logo como Arabidopsis

thaliana, no solo en etapa vegetativa, sino también en germinacion.



Introduccién

Impacto de la salinidad en la agricultura

La salinidad del suelo se encuentran entre los principales problemas agricolas
dado que limitan el crecimiento, el rendimiento y la calidad de los cultivos (Ashraf,
2009; FAO, s.f.; Munns & Gilliham, 2015; Pessarakli & Szabolcs, 2019 vy
referencias alli contenidas; Yamaguchi & Blumwald, 2005). La Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) ha estimado que la
superficie terrestre total afectada por salinidad comprende méas de 800 millones de
hectareas, de las cuales 77 millones son agricolas (FAO, s.f.), y se espera que
aumente debido a los cambios climaticos globales y como consecuencia de las

practicas de riego (Munns & Tester, 2008; Rengasamy, 2010).

La salinizacion del suelo puede tener causas primarias o secundarias. En el primer
caso, es el producto de procesos naturales que depositan sales durante largos
periodos de tiempo en zonas aridas y semiaridas, como las sales solubles
liberadas por la meteorizacion de las rocas parentales y las sales oceanicas
transportadas por el viento y la lluvia. En el segundo caso, se debe a la accion de
actividades antropogénica como la deforestacion, el desmonte y el riego excesivo,
gue provocan que los niveles freaticos aumenten y concentran las sales en la zona
de las raices (FAO, 2008; Rengasamy, 2002; Velmurugan et al., 2020).

La disminucién en el rendimiento de los cultivos producto del estrés salino impacta
en la seguridad alimentaria y en las ganancias economicas de los productores,
sobre todo en aquellos paises cuyas economias dependen en gran medida de la
agricultura (Munns & Gilliham, 2015; Shah, 2014).

Argentina presenta 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 et al., 1988). Esta superficie incluye ambientes aridos y
semiéaridos, donde la causa de las condiciones halomorficas es natural; ambientes
aridos y semiaridos bajo riego, en los cuales existe una combinacion de salinidad

preexistente y salinizacion por razones antropicas; y ambientes humedos con



capas freaticas cercanas a la superficie, como la Pampa Deprimida en la Provincia
de Buenos Aires (Lavado, 2007).

Desde la segunda mitad del siglo XX y con el crecimiento de la produccion de soja
en la década del '90, en el pais se inici6 un marcado proceso de expansion
agricola, en desmedro de otras actividades agropecuarias (Coppi, 2010; Maguire
et al., 2020 y referencias alli contenidas). Como consecuencia, la ganaderia de la
Pampa Humeda fue desplazada a suelos con limitantes edafoclimaticas, como las
zonas bajas e inundables con problemas de halomorfismo (Lavado, 2007). Por
ejemplo, una de las principales zonas ganaderas del pais se encuentra en la
Pampa Deprimida, en la Cuenca del Rio Salado (Figura 1), donde
aproximadamente el 60 % de los suelos son salino-alcalinos e hidromoérficos,
escasos en nutrientes y con alternancia de periodos de inundaciones y sequias
(Batista et al., 2005; Colombet, 2017; Matteucci, 2012). Es decir, son suelos con
grandes dificultades para ser utilizados en la agricultura y, por ello, se destinan al
pastoreo (Lavado, 2007). La historia de uso pastoril en estos ambientes ha
generado pérdida en la diversidad floristica (Leo6n et al., 1979) y predominancia de
las especies de bajo valor forrajero, es decir, que presentan baja tasa de
crecimiento, baja digestibilidad y/o inaccesibilidad para el animal (Hidalgo et al.,
1998).



Pampa
Deprimida

Figura 1. Mapa de densidad de bovinos por km? al 31 de diciembre de 2021. Mapa de
distribucion de existencias bovinas elaborado por el SENASA (Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Pesca, 2021). Se indica con un circulo la zona aproximada que corresponde a la
Pampa Deprimida.

Frente a este nuevo contexto uno de los objetivos centrales en los programas de
mejoramiento genético se centr0 en el desarrollo de cultivares de especies
forrajeras de buena productividad con tolerancia a salinidad, ya sea en forma

convencional o utilizando herramientas biotecnolégicas, con el fin de incrementar



la oferta forrajera en estos ambientes (Flowers, 2004; Ismail & Horie, 2017;
Yamaguchi & Blumwald, 2005).

Efecto del estrés salino en las plantas

El estrés salino inhibe el crecimiento de las plantas, lo cual ocurre en dos fases
secuenciales (Munns, 1993; Munns et al., 1995). En la primera fase domina el
efecto osmatico, que causa una disminucion en la capacidad de la planta para
absorber agua, debido al bajo potencial hidrico en las soluciones del suelo 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 nutricion de la planta (Munns & Tester, 2008; Shabala & Munns,
2017).

En la fase osmoética, debido a las relaciones hidricas perturbadas, las células
vegetales pierden turgencia, disminuyendo su tasa de elongaciéon y division, lo
cual tiene un efecto inmediato sobre su crecimiento y funcion (Fricke & Peters,
2002; Munns & Tester, 2008). Cuando la turgencia es nula, las células colapsan y
se produce el marchitamiento. El estrés osmoético reduce el crecimiento de las
hojas y, en menor medida, el crecimiento radicular. Ademas, induce el cierre de
los estomas para limitar la pérdida de agua, lo que conlleva a una disminucién de
la tasa de transpiracion y del intercambio gaseoso, afectando la fotosintesis
(Methenni et al., 2018; Munns, 1993; Munns, 2002).

La toxicidad idnica se desarrolla con el tiempo y se produce por la acumulacion
excesiva de iones salinos, principalmente sodio (Na*) y cloruro (CI'), en los tejidos
de la planta, o por la baja tolerancia a la acumulacion de los mismos (Munns &
Tester, 2008). Las plantas captan las sales del suelo por via simplastica y
apoplastica. En la via simplastica intervienen canales ionicos y distintos tipos de
transportadores en la absorcion (directa o indirecta), el transporte y la distribucion
de Na*' y CI en el interior de la planta. El exceso de estos iones disminuye la
absorcion de minerales, tales como K*y Ca?*, lo que conduce a un desequilibrio

nutricional y afecta la fisiologia de la planta (Isayenkov & Maathuis, 2019; Munns,
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2002; Sirohi et al., 2016). 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 metabolicos 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).

La acumulacion de sales ocurre especialmente en las hojas viejas, lo que provoca
la senescencia prematura de las mismas (Munns & Tester, 2008). La hoja muere
porque los iones que llegan continuamente por la corriente de transpiracion
exceden la capacidad de las células para compartimentalizarlos en las vacuolas,
por lo que aumenta rapidamente la concentracion de Na* y CI- en la pared celular,
en el citoplasma o en el cloroplasto, provocando deshidratacion, inhibicion de las
enzimas involucradas en el metabolismo de los carbohidratos o un efecto toxico
directo sobre los procesos fotosintéticos, respectivamente (Flowers & Yeo, 1986;
Munns & Passioura, 1984; Munns, 2005; Munns & Tester, 2008). Si la velocidad a
la que mueren las hojas viejas es mayor que la velocidad a la que se producen
hojas nuevas, la capacidad fotosintética de la planta disminuye, lo que lleva a una
reduccion de la tasa de crecimiento, y en dultima instancia, la planta no logra
sobrevivir (Munns & Tester, 2008).

Por ultimo, la salinidad induce un aumento en la tasa de produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en las células vegetales, lo que genera estrés
oxidativo. El estrés oxidativo es un desequilibrio entre especies pro-oxidantes y
antioxidantes, a favor de las primeras (Sies, 1986). El impacto téxico de las ROS
se traduce en peroxidacion lipidica, deterioro de la estructura de varias
membranas, anomalias en la ultraestructura de los organulos, asi como el dafio en
el ADN, en las proteinas y enzimas (Ashraf, 2009; El Ghazali, 2020; H. Li et al.,
2017).

Las diferencias en la tolerancia a la salinidad entre especies y genotipos se
evidencian en la segunda fase de inhibicion del crecimiento, dado que el estrés
osmatico afecta por igual tanto a especies sensibles como tolerantes (Figura 2).

En efecto, aquellas plantas que no logren evitar la acumulacion de iones y/o los



compartimentalicen ineficientemente, estaran expuestas a sufrir dafio mas
rapidamente y, por lo tanto, seran mas sensibles a la salinidad (Munns, 1993;
Munns et al., 1995; Munns & Tester, 2008).

100

Tolerante

Peso seco en NaCl (% control)

0 1 Tiempo en NaCl
FASE 1 FASE 2
Efecto osmético Efecto especifico

Figura 2. Respuesta de dos fases del crecimiento de las plantas frente al estrés salino. Se
grafica el comportamiento de dos cultivares frente al estrés (susceptible y tolerante). En la primera
fase la reduccién del crecimiento se debe al efecto osmaético y ambos cultivares son igualmente
afectados. En la segunda fase domina el efecto especifico, y se manifiestan las diferencias entre
los mismos. llustracién adaptada a partir de la publicacion de Munns et al. (1995).

Mecanismos de tolerancia a la salinidad en las plantas

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 segun el estadio de crecimiento (Bernstein & Hayward, 1958), la especie y
las condiciones climaticas y del suelo (Tang et al.,, 2015). Las especies se
clasifican en glicéfitas y halofitas segun su capacidad para crecer en ambientes
salinos. Las glicéfitas incluyen a la mayoria de las plantas de cultivo que no

pueden crecer en presencia de altas concentraciones de sal, mientras que las



haldfitas son aquellas plantas nativas de suelos salinos que pueden sobrevivir y

completar todo su ciclo ontogénico en dicho ambiente (Acosta-Motos et al., 2017).

Los mecanismos de tolerancia parecen ser fundamentalmente similares en todas
las plantas (Blumwald et al., 2000) y pueden clasificarse en tres categorias:
tolerancia osmatica, regulada por sefiales a larga distancia; exclusién de iones,
con el fin de evitar su acumulacion téxica en las hojas; y tolerancia tisular, que
implica la compartimentalizacion de iones a nivel celular e intracelular (Roy et al.,
2014). Los dos ultimos mecanismos estdn mediados por transportadores de
membrana, cuyos genes se consideran candidatos para la mejora de la tolerancia
a la salinidad de los cultivos (Munns, 2010; Roy et al., 2014). Los genes que se
han identificado como importantes en la tolerancia a la salinidad se resumen en
tres categorias: transportadores i6nicos, osmolitos (solutos compatibles) y factores

de transcripcion (Munns, 2010).

Frente al estrés osmatico, las plantas han desarrollado un mecanismo de ajuste
osmotico. Este consiste en la acumulacion activa de moléculas en el citoplasma,
con el objetivo de mantener un gradiente osmotico favorable que permita la
absorcién continua de agua y una turgencia positiva, la cual es indispensable para
el crecimiento celular y la apertura estomatica (Bartels & Sunkar, 2005;
Chinnusamy et al., 2005; Shabala & Munns, 2017; J. Zhang et al., 1999). El ajuste
osmoético puede realizarse mediante la absorcion y acumulacién de iones
inorganicos procedentes del sustrato, la absorcion de osmolitos organicos o su
biosintesis de novo (Blumwald, 2000; Chinnusamy et al., 2005; Shabala & Munns,
2017). La absorcion de solutos organicos (solutos compatibles), como
aminoacidos, azlcares, polioles o &cidos organicos, es un mecanismo rapido y
energéticamente favorable, aunque no se encuentran en altas concentraciones en
la solucion del suelo, y, por lo tanto, las plantas deben incrementar su sintesis
(Chinnusamy et al., 2005; Munns & Tester, 2008; Shabala & Munns, 2017).
Algunos de estos osmolitos, ademas de equilibrar los potenciales osmdticos,
actllan como osmoprotectores y tienen funcion antioxidante (Abraham et al., 2010;

Bartels & Sunkar, 2005; Chinnusamy et al., 2005). La absorcion de iones Na*, K*y



ClI' y su secuestro vacuolar, es una estrategia menos costosa para el ajuste
osmotico (Chinnusamy et al., 2005; Shabala & Munns, 2017).

La entrada de Na* en la célula vegetal es un proceso pasivo, debido a la diferencia
de potencial eléctrico negativo de la membrana plasmatica y a las bajas
concentraciones citosélicas de Na*. Para evitar su acumulacion citoplasmatica en
niveles toxicos, las plantas utilizan los mecanismos de exclusion y tolerancia
tisular. De esta forma, logran mantener un adecuado equilibrio K*/Na* (Blumwald
et al., 2000; Krishnamurthy et al., 2018; Munns & Tester, 2008; Tang et al., 2015),
lo cual es importante para su supervivencia ya que las enzimas citosoélicas tanto
en halofitas como en glicéfitas son sensibles al Na* (Krishnamurthy et al., 2018;
Munns & Tester, 2008).

La exclusion de Na* de la parte aérea, implica por un lado su devolucién a la
solucién del suelo a través de las raices y, por el otro, a nivel celular, la exclusién
de Na* del citosol y la “carga” del mismo en el xilema (Deinlein et al., 2014; Munns
& Tester, 2008; Tang et al., 2015). Para esto, las plantas se valen de
transportadores idnicos como el antiporter Na*/H* SOS1 (Salt Overly Sensitive 1)
de la membrana plasmatica, que bombea el Na* citosdlico fuera de las células y
permite su exclusion tanto de raiz como de hoja, movilizandolo desde las células
parengquimaticas del xilema hacia los vasos del xilema (Qiu et al., 2002; Shi et al.,
2002; Yamaguchi et al.,, 2013). Los cotransportadores CCC (cation-chloride
cotransporter) participan en la homeostasis de Cl- durante el estrés salino, a través
de su exclusién desde las células parenquimaticas del xilema hacia los vasos del
xilema en las raices. Estas proteinas acoplan el transporte activo de Cl- al de
cationes K*y/o Na*, por lo que también participan en la “carga” de Na* en el xilema
(Colmenero-Flores et al.,, 2007; Shabala, 2013). Por el contrario, algunos
transportadores HKT (High-affinity Potassium Transporters) de clase | median la
“‘descarga” de Na* del xilema para evitar su transferencia a las hojas (Ismail &
Horie, 2017; Ren et al., 2005; Sunarpi et al., 2005). Con la eliminacién de Na* del

xilema, se estimula la carga indirecta de K* en éste, lo que da como resultado una
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alta relacion K*/Na* en las hojas (Ren et al., 2005; Sunarpi et al., 2005), que

también contrarresta el estrés por salinidad.

El otro mecanismo que emplean las plantas para tolerar la salinidad es la
tolerancia tisular. Esta se define como la capacidad de mantener el funcionamiento
de los 6rganos en presencia de altas concentraciones de iones salinos en los
tejidos y células (Munns et al., 2016). A nivel celular, la tolerancia tisular se logra
mediante la compartimentalizacion de Na* y Cl en la vacuola, lo cual también
contribuye al ajuste osmoético (Blumwald et al.,, 2000; Chinnusamy et al., 2005;
Munns et al., 2016). Para equilibrar la presiébn osmética de los iones en la vacuola,

se acumulan solutos organicos y K* en el citoplasma (Jones & Gorham, 2002).

La compartimentalizacion de Na* en vacuolas ayuda a mantener su contenido
citosélico en niveles que no sean toxicos y depende de la actividad de los
antiporters Na*/H* de tipo NHX (Na*/H* eXchange) del tonoplasto. Su actividad
esta impulsada por los gradientes de H* generados por las H*-ATPasas (V-
ATPasa) y pirofosfatasas (V-PPasa) vacuolares (Apse et al.,, 1999; Blumwald,
2000; Chinnusamy et al., 2005; Parida & Das, 2005). Estos antiporters pertenecen
a la superfamilia de proteinas de transporte CPA (Cation: Proton Antiporter) y
median el intercambio de H* por Na* o K*, regulando la homeostasis i6nica (Bassil
et al., 2019) y el pH celular (Barragan et al., 2012). Dentro de las ocho isoformas
de NHX (NHX1 — NHX8) identificadas en la especie modelo Arabidopsis thaliana,
los antiporters vacuolares (NHX1 — NHX4) se ubican en el tonoplasto y catalizan el
intercambio de Na*/H* (Figura 3) y K*/H* (Bassil et al., 2011, 2019; McCubbin et
al., 2014).

11



ADP + P,

ATP
H*-ATPasa

H-I-
2P,

Vacuola
PP;

ar

AVP1

H+
Citoplasma

Figura 3. Representacion esquematica de la compartimentalizacién de sodio en células
vegetales bajo estrés salino. Los iones de Na* que ingresan a la célula se transportan hacia la
vacuola por la accién del antiporter NHX1 del tonoplasto, que utiliza los gradientes de H*
generados por la H*-ATPasa y la H*-PPasa (AVP1) vacuolar. Modificado del original publicado en
Yamaguchi & Blumwald (2005).

El gen que codifica para el antiporter NHX1 es considerado de suma importancia
en la tolerancia a la salinidad. Se ha demostrado en numerosas especies de
trascendencia econOmica, como maiz, alfalfa y cebada, un incremento de su
expresion en condiciones salinas (Adem et al., 2014; Sandhu et al., 2017; Z6rb et
al., 2005). Ademas, su expresion constitutiva mejora la tolerancia a la salinidad en
plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana (Apse et al., 1999) y de numerosas

especies glicéfitas de interés agropecuario (Agarwal et al., 2012).

Al igual que el gen NHX1, los genes que codifican para las enzimas V-ATPasas y
V-PPasas también incrementan su expresion en condiciones salinas (Du et al.,
2010; Krishnamurthy et al., 2014; Pang et al.,, 2010; Tan et al., 2015). Se ha
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encontrado que la sobreexpresion del gen NHX1 (Apse et al., 1999; Brini et al.,
2007; Chen et al., 2007; Xue et al., 2004) o de AVP1 (V-PPasa vacuolar de tipo I)
(Gaxiola et al., 2001; Undurraga et al., 2012) aumenta la tolerancia a la salinidad
de numerosas especies de plantas. Los knockouts de las bombas de H* como de
las proteinas NHX1 tienen fenotipos sensibles a la salinidad (Krebs et al., 2010).

Ademas de los mecanismos anteriormente mencionados, las plantas emplean
otras estrategias que contribuyen a la tolerancia, como la acumulaciéon de K* en el
citoplasma para mejorar la relacion K*/Na*, la compartimentalizacion de ClI- en las

vacuolas, y la detoxificaciéon de ROS (Munns & Tester, 2008).

Importancia de Lotus tenuis como especie forrajera

” 13

Lotus tenuis (Waldst. & Kit. ex Willd) conocida vulgarmente como “lotus”, “trébol
pata de pajaro” o “lotus de hoja angosta”, es una leguminosa perenne, herbacea,
alégama y diploide (2n=2x=12), originaria de Europa (Falistocco & Piccirilli, 1989;
Mifidn et al., 1990; Vignolio et al., 2002). Fue introducida en Argentina en el siglo
XXy esta naturalizada en los ambientes pastoriles de la Pampa Deprimida donde

se resiembra de forma natural (Mifion et al., 1990).

Desde el punto de vista botanico, L. tenuis presenta un crecimiento postrado
cuando no compite por luz; en cambio, sus tallos adquieren porte erecto cuando
esta asociada a pastizales altos. Las hojas estan formadas por cinco foliolos
lanceolados, dos en la base del peciolo y tres en la parte terminal (Figura 4). La
raiz es pivotante, muy ramificada en los primeros centimetros del suelo, y se
caracteriza por la presencia de ndédulos producidos por la infeccion de bacterias
nitrificantes (Mifion et al., 1990). La floracion es indeterminada, comienza en
primavera y se extiende hasta fines del verano. Las flores son amarillas y se
agrupan de 1 a 6 en inflorescencias (Colombet, 2017; Mifién et al.,, 1990). La
fecundacion es cruzada y entomofila, y presenta autoincompatibilidad (Lundgvist,
1993). Los frutos son vainas de color castafio oscuro, que se abren con violencia a

la madurez, diseminando entre 12 y 16 semillas, en promedio (Lambrechtsen et
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al., 1986; Mifion et al., 1990; Vignolio et al., 2002). Estas son pequefias, lisas y de
color marrén con un alto porcentaje de dormicion fisica (dureza), por lo que no
germinan inmediatamente y constituyen el banco de semillas del suelo (Colombet,
2017; Mifion et al., 1990).

Figura 4. llustracion botanica de la especie Lotus tenuis (Watson & Dallwitz, 1992).

L. tenuis es una especie tolerante a la salinidad y al anegamiento, que puede
crecer en un rango de pH de entre 5,5y 9,8 (Vignolio et al., 1994; Vignolio &
Ferndndez, 2006), y desarrollarse en suelos con bajo contenido de fdosforo.
Ademas, dada su capacidad para fijar nitrdgeno atmosférico, es una importante
fuente de macronutrientes para el suelo. Todas estas propiedades determinan una
alta plasticidad fenotipica respecto a sus requerimientos edaficos, que la
convierten en una buena alternativa para la oferta forrajera de los sistemas
ganaderos en areas donde predominan gramineas de bajo valor nutricional y no
prosperan especies leguminosas mas importantes como la alfalfa (Clua et al.,
1997; Quinos et al., 1998; Teakle, 2008). Hoy en dia, L. tenuis es una leguminosa

de relevancia para la ganaderia en la Cuenca del Rio Salado (Affinito et al., 2015).
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Tolerancia a la salinidad en Lotus tenuis

Lotus tenuis es considerada una especie tolerante a la salinidad en estadios de
germinacion, plantula y planta adulta (Sanchez, Pieckenstain, Szymanski, et al.,
2011; Teakle et al., 2007; Uchiya et al., 2016). Se ha encontrado un mayor
crecimiento en plantas de L. tenuis en 50 mM de NaCl respecto a un control no
salino (Uchiya et al.,, 2016), lo que sugiere que, aunque se la considere una
glicofita (Sanchez, Pieckenstain, Escaray, et al., 2011; Sanchez, Pieckenstain,
Szymanski, et al.,, 2011), esta especie muestra con comportamiento halofito

facultativo (MeleCkova et al., 2014).

Los mecanismos involucrados en la respuesta de L. tenuis al estrés salino no
estan totalmente dilucidados, aunque se hallaron indicios de la presencia de ajuste
osmotico (Pesqueira, 2008) y exclusion de iones Na* y/o ClI- en condiciones
salinas (Affinito, 2020; Pesqueira, 2008; Teakle et al., 2006, 2007) y en
condiciones combinadas de anegamiento y salinidad (Teakle et al., 2006, 2007).
También se encontré un alto contenido de Na* y ClI- en tallos, lo cual indicaria una
reduccion de 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
compartimentalizacién en vacuolas (Affinito, 2020; Pesqueira, 2008; Teakle et al.,
2010).

L. tenuis es mas tolerante a la salinidad que otras especies del género Lotus
(Sanchez, Pieckenstain, Szymanski, et al., 2011; Uchiya et al., 2016). Si bien la
produccion de biomasa de la especie suele disminuir en condiciones salinas, los
porcentajes de supervivencia y crecimiento de las plantas son mayores que en
otras especies (Sanchez, Pieckenstain, Escaray, et al., 2011; Sanchez,
Pieckenstain, Szymanski, et al., 2011; Teakle et al., 2006, 2007; Uchiya et al.,
2016). En trabajos previos se ha comparado la tolerancia a la salinidad y a la
combinacion de salinidad y anegamiento de L. tenuis y L. corniculatus (Teakle et
al., 2006, 2007; Teakle, 2008; Teakle et al., 2010), dos especies relacionadas y
reconocidas mundialmente por su valor forrajero para el ganado (Escaray et al.,

2012). Se encontré una mayor tolerancia en L. tenuis que se asocio a una menor
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carga de Na* y CI en el xilema, lo que contribuiria a un menor transporte de estos
iones a la parte aérea, y a una mayor porosidad radicular debido a la formacion
constitutiva de aerénquima (Teakle et al., 2007). En L. tenuis estos iones se
acumularon en mayor medida en las raices. Se plante6 por un lado que la
restriccion en el transporte del Cl- de raiz a parte aérea ocurriria gracias a los
transportadores CCC, ya que se observo un incremento de los transcriptos del gen
LtCCC en raices bajo estrés salino (Teakle 2008). Por otro lado, se presumio que
el Na* se secuestro en las vacuolas de las raices a través del antiporter NHX1. En
base a estos resultados, Teakle et al. (2010) clonaron un gen del tipo NHX de L.
tenuis (LtNHX1, GenBank: EU727217.1) que fue indicado en base a
caracteristicas moleculares y a su caracterizacion funcional en levaduras, como un
auténtico antiporter vacuolar de tipo 1. Se comparo 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 et al.,
2010). Se especul6 que en L. corniculatus, el déficit de Oz en las raices tendria por
consecuencia la disminucion en el contenido de ATP vy, por lo tanto, impediria la
actividad de las H*-ATPasas y pirofosfatasas, disminuyendo los gradientes de H* a
través de la membrana vacuolar, necesarios para el transporte activo de Na*
mediante el antiporter NHX1 en el proceso de compartimentalizacion. Esto no
ocurriria en L. tenuis debido a que su mayor proporcién de aerénquima en las
raices permitiria mantener el suministro de Oz y esto contribuiria en su tolerancia

al estrés combinado (Teakle et al., 2007).

Ademas, en un estudio comparativo entre dos genotipos de L. tenuis con
comportamiento contrastante frente a la salinidad, se encontr6 que el genotipo
tolerante presentdé mayor acumulacion de Na* en raices que el genotipo
susceptible acompafnado de una mayor expresion del gen NHX1, lo cual podria
indicar una mayor compartimentalizacion de iones en las vacuolas radiculares
(Affinito, 2020). Posteriormente, Affinito et al. (2021) estudiaron la ubicacién
subcelular de LtNHX1 mediante la expresion constitutiva de la proteina de fusién

LtINHX1-GFP tanto en forma transitoria en Nicotiana benthamiana como en plantas
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transgénicas de L. tenuis, corroborando que se trata de un antiporter NHX del
grupo |, ubicado en la membrana vacuolar. Asimismo, la sobreexpresion de
LtINHX1 incremento la tolerancia a la salinidad en etapa vegetativa de una linea

transgénica de L. tenuis (Affinito et al., 2021).

En el presente trabajo se propuso demostrar que la expresion constitutiva de
LtINHX1 incrementa la tolerancia a la salinidad de la especie modelo Arabidopsis
thaliana. El conocimiento de la funcionalidad del gen LtNHX1 permitira, a largo
plazo, desarrollar estrategias para la obtencion de cultivares tolerantes a estrés

salino de L. tenuis y otras especies.

Hipotesis

La expresion constitutiva de la region codificante del gen del antiporter vacuolar
LtNHX1 de Lotus tenuis incrementa la tolerancia a salinidad de la especie modelo

Arabidopsis thaliana.

Objetivos

Objetivo general

Estudiar los cambios en la tolerancia a la salinidad de Arabidopsis thaliana a
través de la expresidn constitutiva de la region codificante del gen NHX1 de Lotus
tenuis (LtNHX1).

Objetivos especificos

e Transformar plantas de Arabidopsis thaliana mediante el método de inmersion
floral (floral dip) mediado por Agrobacterium tumefaciens con la construccion
gue contiene la region codificante del gen LtNHX1 bajo el control
transcripcional del promotor constitutivo CaMV35S.
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Detectar plantas transgénicas portadoras de la construccion.
Determinar la expresion del transcripto LtNHX1 en los eventos transgénicos.

Evaluar el comportamiento de las plantas transgénicas de A. thaliana en

condiciones salinas en comparacion a un testigo no transgeénico.
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Materiales y Métodos

El presente trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de Biotecnologia de la Estacion

Experimental Pergamino de INTA (EEA INTA Pergamino).

Plasmido de interés: 35S:cMyc-LINHX1

La construccion utilizada en el presente trabajo para realizar la transformacion de
A. thaliana, se obtuvo previamente por el grupo de trabajo de la Ul UNNOBA-INTA
(Affinito, 2020) mediante el subclonado de la secuencia codificante de LtNHX1 sin
el codon de inicio de la transcripcion en el vector pEarleyGate203 (Earley et al.,
2006). ElI mismo 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. Con esta construccion (35S:cMyc-LtNHX1, Figura
5) se transformaron células competentes de A. tumefaciens cepa GV3101 (Affinito,
2020).

c-Myc

5) = )

Figura 5. Vector de expresién 35S:cMyc-LtNHX1. Bar: gen marcador selectivo que codifica para

RB

la enzima fosfinotricina acetiltransferasa (PAT) y genera resistencia al herbicida glufosinato de
amonio; c-Myc: epitope (tag); LtNHX1 s/ATG: gen de interés; 35S: promotor CaMV35S; T OCS:
terminador; LB: borde izquierdo; RB: borde derecho. llustracion adaptada de Affinito (2020).
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Transformacién de A. thaliana con el vector 35S:cMyc-LtNHX1 mediante inmersion

floral

Se realiz6 la transformacion de Arabidopsis thaliana utilizando el método de
inmersion floral descripto por Clough & Bent (1998) con modificaciones. Para esto,
se sembraron semillas de A. thaliana ecotipo Col 0 en macetas individuales
usando como sustrato GrowMix® Multipro™ (Terrafertil, Argentina). Se
estratificaron durante dos dias a 4 °C en oscuridad. Luego de la germinacion, se
dejaron crecer durante cinco semanas en camara de cultivo a 22 °C con
fotoperiodo corto de 8 hs de luz, favoreciendo el crecimiento vegetativo.
Posteriormente, las plantas se pasaron a fotoperiodo largo de 16 hs de luz para
favorecer la floracion. Al aparecer la primera vara floral se realiz6 la poda al ras
para facilitar la proliferacion de las varas axilares. Cuando las inflorescencias
secundarias presentaron aproximadamente 8 cm se realizd la infiltracion con
Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101 portadora de la construccion 35S:cMyc-
LtNHX1. Tres dias antes de la misma, se inocul6é 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 el cultivo se incubd a 28 °C con agitacidon. Luego de 24 hs, se realizo
una dilucion 1:50 del cultivo en 200 ml finales de medio LB con los antibioticos
mencionados y se incubo a 28 °C con agitacion. Una vez crecido el cultivo hasta
ODeoo = 0,8, se precipitaron las bacterias por centrifugacion a 4000 rpm durante 20
min y el pellet se resuspendié en 200 ml de sacarosa 5 % p/v, con adicion del
tensoactivo Tween 20 0,05 % v/v. Las varas florales se sumergieron en la solucion
durante 60 seg. Las plantas se dejaron en cdmara humeda hasta el dia siguiente.
Posteriormente, las plantas se dejaron crecer en cadmara de cultivo hasta su

cosecha (Figura 6).
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Figura 6. Transformacion de A. thaliana mediante el método de inmersién floral. A: plantas de

A. thaliana ecotipo Col 0 con inflorescencias secundarias de aproximadamente 8 cm de largo. B:
preparacion del cultivo de A. tumefaciens cepa GV3101. B.a: cultivo de A. tumefaciens portador del
plasmido de interés con los antibiéticos correspondientes. B.b: determinacién de la densidad éptica
del cultivo. B.c: bacterias del cultivo precipitadas por centrifugacién. B.d: pellet resuspendido en
sacarosa 5 % p/v, con adicion del tensoactivo Tween 20 0,05 % v/v. C: inmersion floral. D: plantas

mantenidas en camara de cultivo para la cosecha.

Deteccidn de plantas transgénicas

Se seleccionaron las plantulas que expresaron el gen bar, codificante de la enzima
fosfinotricina acetiltransferasa (PAT), que confiere resistencia al herbicida
glufosinato de amonio y que es el marcador de seleccion presente en la
construccion 35S:cMyc-LtINHX1. Para esto, se sembraron las semillas cosechadas
de las plantas transformadas (generaciéon TO) en macetas con sustrato GrowMix®
Multipro™ (Terrafertil, Argentina), con dos repeticiones (macetas) por genotipo. Se
estratificaron durante dos dias a 4 °C en oscuridad y se colocaron en camara de

cultivo con fotoperiodo corto de 8 hs de luz. A los ocho dias de la siembra,
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comenzaron a rociarse con 250 ppm de glufosinato de amonio, repitiendo el
procedimiento dos veces por semana durante tres semanas. Se seleccionaron
aguellas plantulas que resistieron al herbicida (Figura 7) y se trasplantaron a
macetas individuales. Las plantas resistentes fueron analizadas mediante PCR
utilizando cebadores especificos para el transgén (Tabla 1).

Figura 7. Seleccion mediante aspersiéon con 250 ppm del herbicida glufosinato de amonio en
plantulas de A. thaliana. A: control: plantulas wild-type sin aplicacién de herbicida (maceta
izquierda) y con aplicacion (maceta derecha, ninguna plantula sobreviviente). B: genotipo
resistente al herbicida. C: genotipo muy afectado por el herbicida (las flechas blancas indican las
plantulas sobrevivientes).

Tabla 1. 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 amplicén que genera el par de cebadores en pares de bases (pb).

Nombre del cebador Secuencia (5'>3’) Tm (°C) Amplicon (pb)
35SF GACGTAAGGGATGACGCACAA 56 671
NHXR3 GTGGACCAACATCCATCCACT
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Las extracciones de ADN gendmico se realizaron a partir de 30 mg de tejido
fresco, proveniente de seis plantas distintas de cada genotipo, 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 centrifugd a 12000
rpm durante 3 min y se precipitd el ADN del sobrenadante con 300 pl de
isopropanol. Se centrifug6 a 12000 rpm por 10 min, se descartd el sobrenadante y
se limpid el precipitado de ADN con 100 ul de etanol 70 %. Los precipitados de
ADN se resuspendieron en agua y se utilizaron para el analisis de la presencia del
transgén. Se verifico la integridad del ADN extraido en gel de agarosa 0,8 %,
tefiido con bromuro de etidio (0,5 g/ml), y se estimé su concentracion utilizando un

patrén de peso molecular conocido.

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de reaccién de 12,5 pl.
En cada reaccion se utilizé 0,13 ul de cada dNTP 200 uM, 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 ul de Tag ADN
Polimerasa Pegasus 5 U/ul (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 56 °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 %, teflido con bromuro de etidio (0,5 g/ml).

Las plantas TO se cosecharon individualmente y se analiz6é la segregacion de la
resistencia a glufosinato de amonio en las progenies T1 y T2 mediante el test Chi
cuadrado en el software estadistico InfoStat (Di Rienzo et al.,, 2020), y se
seleccionaron las plantas homocigotas. Estas progenies fueron consideradas
lineas portadoras del evento de transformaciéon y se evalué su comportamiento

frente a condiciones salinas.
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Evaluacién de la expresion de LINHX1

Se estudid la expresion del transgén LtNHX1 para constatar la regulacion
transcripcional constitutiva. Se tomaron muestras de hoja de plantas transgénicas
y wild-type (Col 0), con dos repeticiones biolégicas por genotipo. Se realiz6 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. EI ADN
gendmico contaminante se removié con RQ1 RNase-free DNase (Promega,
Estados Unidos). 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). ElI 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)1s siguiendo las indicaciones del fabricante.

Se realizé PCR con el protocolo anteriormente detallado, utilizando los cebadores
gue se detallan en la tabla 2. EI gen SEC-5A, que codifica para el componente
sech del complejo exocitosis en A. thaliana, se utilizd6 como control de

amplificacion.

Tabla 2. Cebadores utilizados en el andlisis de la expresion de LtNHX1 en plantas
transgénicas de A. thaliana. Se indica la secuencia, la temperatura de annealing (Tm) y el

tamafio del amplic6n que genera el par de cebadores en pares de bases (pb).

Nombre del

Gen cebador

Secuencia (5'23’) Tm (°C) Amplicén (pb)

SEC-5AF  GAGACCCCAGGGCATAATCG
SEC-5A SEC-5AR  TCGTTAGAGCGAGGAGGTCA o8 100

NHXF2 TAGTGGTGGTACAAGCTCGC
LtNHX1 NHXR2 TTTCACCTGAAACCCGGCAT 26 9

Se determiné la presencia/ausencia del transgén en el ADNc de los genotipos
transgénicos y del wild-type en gel de agarosa 2 %, tefiido con bromuro de etidio
(0,5 g/ml).
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Evaluacion de la tolerancia a la salinidad de las plantas transgénicas en etapa
vegetativa

Seis genotipos de A. thaliana (cinco transgénicos y el wild-type) se sembraron en
macetas con sustrato GrowMix® Multipro™ (Terrafertil, Argentina) y se
estratificaron durante dos dias a 4 °C. Luego, se colocaron en camara de cultivo a
temperatura constante de 22 °C con fotoperiodo corto de 8 hs de luz. Cuando las
plantulas alcanzaron aproximadamente 3,5 cm de didmetro se aplicaron tres
tratamientos salinos en un disefio completamente aleatorizado (DCA): O (control),
50 y 100 mM NacCl (Figura 8). Cada genotipo estuvo representado por cuatro
plantas en cada tratamiento. La concentracion final de NaCl se adicion6 a la
solucién nutritiva de riego Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950) y las plantulas se
regaron por capilaridad durante 28 dias, sin realizar aclimatacion al estrés. Luego
se dio por finalizado el ensayo y se evalu6 diametro de planta (D, cm), peso fresco
aéreo (PFA, mg), peso seco aéreo (PSA, mg), peso seco radicular (PSR, mg) y la
suma de PSA y PSR (PSTotal, mg) y se estimaron los indices de tolerancia del
diametro y del peso seco aéreo (ITD e ITPSA) a partir de la relacién entre el valor
de las plantas regadas con NaCl y el promedio del control. Ademas, se determin6
el contenido de Na* y K* (uMoles g* peso seco) en muestras de hoja y raiz
previamente secadas a 60 °C de cuatro repeticiones por linea y tratamiento.
También se calculd la relacion K*/Na* en estos tejidos y se estimaron los indices
de tolerancia del Na* y del K* (ITNa* e ITK*) como se menciond anteriormente.
Las determinaciones de los contenidos de iones se realizaron con un fotémetro de
llama Corning M410. Para esto, se adicion6 10 ml de HNOs 05 M a
aproximadamente 100 mg de cada tejido, cuyos pesos exactos fueron registrados,

y se incubaron a 80 °C durante una hora (Munns et al., 2010).
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Figura 8. Ensayo de tolerancia a la salinidad de plantas de A. thaliana en etapa vegetativa. A:

plantas transgénicas y wild-type en camara de cultivo bajo los tres tratamientos salinos: 0, 50 y 100
mM NacCl. Izquierda: plantas a los 10 dias de iniciado el ensayo. Derecha: plantas al finalizar el
ensayo. B: medicién del peso fresco aéreo (PFA). C: raices preparadas para ser secadas para la

determinacion del peso seco radicular (PSR).

Evaluacién de la tolerancia a la salinidad de las plantas transgénicas en fase de

germinacion

En este ensayo se trabajé con tres de las lineas transgénicas de A. thaliana con
expresion constitutiva de LtNHX1 debido a la disponibilidad de semillas. Se
comparo la germinacion de la generacion T3 de las lineas transgénicas con la de
la linea wild-type (Col 0) bajo distintas concentraciones de NaCl: 0 (control), 50,
100 y 150 mM (Figura 9). Para esto, las semillas de los genotipos se esterilizaron
segun lo indicado por Zhang et al. (2006) y se sembraron en placas de Petri con
medio MS (Murashige & Skoog, 1962) 0,5 % con adicion de agar y NaCl en la
concentracion indicada para cada tratamiento. Se estratificaron durante dos dias a
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4 °C. Luego, se colocaron en camara de cultivo a 22 °C con fotoperiodo de 16 hs
de luz. El ensayo present6 un disefio completamente aleatorizado (DCA) con dos
repeticiones (placas) de cada genotipo por tratamiento. Se realiz6 el recuento de
semillas germinadas en forma perioddica, considerandolas como tal cuando se
visualizé una radicula de 2 mm o mas (Bewley, 1997). Se determiné el porcentaje

de germinacion (PG) respecto a las semillas sembradas al inicio del ensayo:

PG(yJ__SenUUasgerndnadas 100
o7 Semillas sembradas x

Ademas, se estimé el indice de germinacion (IG), como medida de la velocidad de
germinacion, utilizando el indice de Timson modificado (M. A. Khan & Ungar,
1984):

G
IG=Z—
t

Donde G es el porcentaje de semillas germinadas en cada recuento, y t es el
periodo total del ensayo en dias, en este caso, 11 dias. El IG es maximo si todas
las semillas germinan en un dia, y es 0 si ninguna semilla germina. En este
ensayo el valor maximo que podia tomar el IG fue 36,4 (400/11= 36,4) debido a

gue se realizaron 4 recuentos.
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Figura 9. Ensayo de tolerancia a la salinidad de plantulas de A. thaliana en fase de
germinacién. Linea transgénica bajo las distintas concentraciones de NaCl: 0, 50, 100 y 150 mM
luego de seis dias de ensayo.

Andlisis de la informacién

Se utilizé el software InfoStat en su interfaz con R (Di Rienzo et al., 2020). Se
ajustaron modelos mediante los médulos de modelos lineales generales y mixtos
(MLM) o modelos lineales generalizados mixtos (MLGM) de Infostat, segun la
distribucion de la variable analizada. Se realizé 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 multiples DGC (Di Rienzo et al.,
2002).

El modelo estadistico lineal utilizado fue el siguiente:
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Yim u+ T + 7+ (y7) it + &t

Donde: Yik es la observacion debida al i-ésimo genotipo en el t-ésimo tratamiento,
U representa la media general, i es el efecto del i-ésimo genotipo, yt es el efecto
del t-ésimo tratamiento, yt (i) 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.
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Resultados

Se logrd la transformacion de plantas de A. thaliana mediante el método de
inmersion floral con A. tumefaciens portador del plasmido de interés. Las plantas
transformadas se cosecharon y su progenie constituy6 la generacion TO, que fue
seleccionada mediante la aspersion con glufosinato de amonio. Posteriormente, a
través de una PCR se corroboré la presencia del transgén en el ADN gendmico de

las mismas (Figura 10).

Figura 10. Productos de amplificacion con cebadores especificos para la construccion
35S:cMyc-LtNHX1 en gel de agarosa (0,8 %) de plantas TO seleccionadas por su
resistencia al herbicida. La banda de 671 pb indica la presencia del transgén. -: control
negativo (ADN de planta wild-type). +: control positivo. B: blanco (reaccién de PCR sin ADN).
L100 pb: marcador de peso molecular Ladder 100pb (PB-L, Argentina).
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Las plantas TO 23, 24, 25, 26, 27 y 28 se mantuvieron en camara de crecimiento
hasta la cosecha. Las semillas colectadas constituyeron la progenie T1 de cada
TO. Se sembraron y se aplico la misma metodologia de seleccién con glufosinato

de amonio. Se realiz6 PCR de 19 plantas T1 resistentes al herbicida, de las cuales

18 resultaron positivas para la presencia del transgén (Figura 11).

Figura 11. Productos de amplificaciéon con cebadores especificos para la construccion
35S:cMyc-LtNHX1 en gel de agarosa (0,8 %) de plantas T1 seleccionadas por su resistencia
al herbicida. La banda de 671 pb indica la presencia del transgén. -: control negativo (ADN de
planta wild-type). +: control positivo. B: blanco (reaccion de PCR sin ADN). L 1Kb: marcador de

peso molecular Ladder 1kpb plus (PB-L, Argentina).

Las plantas transgénicas TO identificadas inicialmente como 23, 24, 26, 27 y 28
presentaron una segregacion 3:1 (Chi-cuadrado p=0,75, p=0,66, p=0,10, p=0,88 y
p=0,85, respectivamente), por lo que se continud trabajando con su progenie: se
cosecharon plantas T1 con el objetivo de obtener la generacién T2 homocigota
para el transgén, que fue la utilizada para los ensayos realizados posteriormente
(23-44, 24-24, 26-31, 27-53 y 28-13, Figura 12).
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Figura 12. Plantas transgénicas T2 y wild-type rociadas con PPT. A-E: maceta izquierda con
plantulas Col 0 (control), no sobrevivientes al herbicida; maceta derecha con plantulas
transgénicas T2 resistentes al herbicida y homocigotas para LtINHX1. A: genotipo transgénico 23-
44 (deriva de la T1 23-4). B: genotipo transgénico 24-24 (deriva de la T1 24-2). C: 26-31 (deriva
de laT1 26-3). D: 27-53 (deriva de la T1 27-5). E: 28-13 (deriva de la T1 28-1).

A través de una RT-PCR se determind la existencia de expresion de LtINHX1 en
plantas transgénicas T2. La presencia de amplificacion (99 pb) se observo en el
ADNCc de los genotipos transgénicos, mientras que el genotipo wild-type mostré

ausencia de la misma (Figura 13).
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Figura 13. Expresion de LtNHX1 en plantas transgénicas de A. thaliana. A. Amplificacion de
LtNHX1. B. Amplificacion de SEC-5A, control de PCR. Gel de agarosa 2 %. L50 pb: marcador de
peso molecular Ladder 50pb (PB-L, Argentina). 23-44, 24-24, 26-31, 27-53 y 28-13: lineas

transgénicas (dos repeticiones). WT: linea wild-type (dos repeticiones). +: control positivo. B:

blanco (reaccién de PCR sin ADNc).
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Tolerancia a la salinidad de cinco lineas transgénicas de A. thaliana en etapa

vegetativa

Se encontraron diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05) para todas
las variables en estudio excepto para el indice de tolerancia del K* (ITK*) estimado
en raiz (Tabla 3). En general, la salinidad afect6 el crecimiento de las seis lineas
analizadas al reducir las medias de las variables morfolégicas evaluadas. También
provoco un incremento en el contenido de Na* en hoja y raiz. Respecto al ion K* la
salinidad caus6 una disminucion del contenido en hoja y un aumento del contenido
en raiz, de modo que se altero la relacion K*/Na* en estos tejidos. Se observaron
diferencias significativas entre genotipos en los indices de tolerancia del diametro
(ITD), peso seco aéreo (ITPSA), Na* (ITNa*) y K* (ITK*) estimados en raiz.
También existi6 interaccién significativa entre genotipo y tratamiento para el

contenido de Na* (uMoles g peso seco) en hoja.

Tabla 3. Comportamiento promedio de las lineas transgénicas 23-44, 24-24, 26-31, 27-53, 28-13 y la linea wild-type
de A. thaliana evaluadas en etapa vegetativa bajo tres concentraciones de NaCl. Media, desvio estdndar (D.E.),
coeficiente de variacion (C.V.), valor maximo y minimo y p-valor para Genotipo, Tratamiento e Interaccion

Genotipo*Tratamiento.

Tejido Variable Media DE. CV. Min. Max. Genotipo Tratamiento Interaccién

(unidad) p-valor p-valor p-valor

D (cm) 11,93 2,85 23,87 7,10 17,20 0,1279 <0,0001 0,2494

PFA (mg) 2,55 1,23 48,43 0,87 5,38 0,2324 <0,0001 0,6379
PSA(mg) 197,06 79,28 40,23 69,80 391,90 0,1502 <0,0001 0,4578

PSR (mg) 82,30 49,32 59,93 19,40 248,90 0,241 <0,0001 0,6068

PST (mg) 279,36 124,25 44,48 91,30 622,20 0,1387 <0,0001 0,5276

Hoja *Na* 1111,65 935,01 84,11 130,09 4701,20 0,2561 <0,0001 0,0408
Hoja *K* 1954,56 687,43 35,17 960,51 3528,93 0,2789 <0,0001 0,9803
Hoja K*/Na* 4,64 5,09 109,59 0,29 20,89 0,7844 <0,0001 0,5059
Raiz *Na* 196,81 93,80 47,66 48,37 356,79  0,9662 <0,0001 0,916
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Raiz *K* 278,11 89,42 32,15 93,10 504,15 0,2005 0,0122 0,7209
Raiz K*/Na* 1,86 1,23 66,38 0,46 5,59 0,7044 <0,0001 0,8653
ITD 0,67 0,11 16,79 0,45 0,88 0,0113 <0,0001 0,7888

ITPSA 0,61 0,22 3599 0,27 1,16 0,0315 <0,0001 0,9697

Hoja ITNa* 5,87 3,27 55,64 1,27 15,91 0,3060 <0,0001 0,9028
Hoja ITK* 0,56 0,13 24,10 0,36 0,86 0,4501 <0,0001 0,8146
Raiz ITNa* 3,39 0,70 20,75 1,93 5,51 0,0033 0,0013 0,9626
Raiz ITK* 1,28 0,42 32,62 0,55 2,49 0,0027 0,4179 0,9963

*Unidad: uMoles g* peso seco. En color gris se indican las variables con diferencias significativas (p<0,05).

La figura 14 muestra que los genotipos transgénicos tuvieron un indice de

tolerancia del diametro similar entre si y significativamente mayor que el genotipo

wild-type. Esto mismo se observd para la variable ITPSA, con excepcion de la

linea 27-53 que tuvo un comportamiento similar a la wild-type.
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Genotipo

Figura 14. indices de tolerancia promedio del diametro (ITD) y del peso seco aéreo
(ITPSA) a los 28 dias de ensayo de las lineas transgénicas 23-44, 24-24, 26-31, 27-53, 28-13

y la wild-type (Col 0) de A. thaliana. Las barras indican medias y error estandar. Letras
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distintas indican diferencias significativas entre genotipos segun la prueba DGC (p<0,05).

Si bien el analisis indico interaccion significativa entre genotipos y tratamientos
para el contenido de Na* en hojas, no se observaron diferencias entre los
genotipos en cada tratamiento (Figura 15). El contenido aument6 progresivamente

con el agregado de NaCl tanto en las lineas transgénicas como en la wild-type.

E23-44 2E24-24 =26-31 1127-53 028-13 mCol0
3600 A

3000 A
2400 +
1800 -

1200 B

Na* (UM/g peso seco)

6001 cccccc

. L NEEIN
0

NaCl (mM)

Figura 15. Contenido de Na* en hojas de las lineas transgénicas 23-44, 24-24, 26-31, 27-53,
28-13 y la wild-type (Col 0) bajo tres concentraciones de NaCl: 0, 50 y 100 mM. Las barras
indican medias y error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas segun la
prueba DGC (p<0,05).

Unicamente la linea transgénica 27-53 se diferencié del resto de los genotipos al
presentar mayores indices de tolerancia del Na* y del K* en raiz (Figura 16). Las
demas lineas transgénicas tuvieron un comportamiento similar al de la linea wild-

type para dichas variables.
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Figura 16. indices de tolerancia promedio del Na* (ITNa*) y del K* (ITK*) en raiz de las
lineas transgénicas 23-44, 24-24, 26-31, 27-53, 28-13 y la wild-type (Col 0). Las barras
indican medias y error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre genotipos
segun la prueba DGC (p<0,05).

Debido que en el analisis anterior que incluye a todos los genotipos no se
observaron diferencias entre ellos para la mayoria de las variables analizadas, se
realiz6 un nuevo andlisis comparativo considerando las variables més importantes
entre una linea transgénica y la wild-type, disminuyendo de esta manera la
cantidad de datos y con ello la variabilidad que influye en la potencia del analisis.
Se selecciond la linea 28-13 ya que fue una de las lineas con mayores medias
para gran parte de las variables en estudio, y se compard con la Col 0. Para el
diametro (D), se observaron diferencias significativas entre genotipos Yy
tratamientos e interaccion genotipo*tratamiento (Tabla 4). En el caso del peso
seco aéreo (PSA), hubo diferencias entre tratamientos y una tendencia a la
existencia de interaccion genotipo*tratamiento (p<0,1). También se encontraron
diferencias entre genotipos y tratamientos en los indices de tolerancia de ambas
variables (ITD e ITPSA). En cuanto al analisis de iones, se encontraron diferencias
entre genotipos y tratamientos en el contenido de Na* e indice de tolerancia del

Na* (ITNa*) en hojas, asi como una tendencia a la existencia de interaccion
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genotipo*tratamiento (p<0,1) en el contenido de Na* en hojas. Para el resto de las
variables, se hallaron diferencias significativas entre tratamientos, excepto en el

contenido de K* e indice de tolerancia del K* (ITK*) y Na* (ITNa*) en raiz.

Tabla 4. Comportamiento promedio de la linea transgénica 28-13 y la wild-type de A. thaliana evaluadas en etapa
vegetativa bajo tres concentraciones de NaCl. Media, desvio estandar (D.E.), coeficiente de variacion (C.V.), valor

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

Tejido  Variable Media D.E. C.V. Min. Max. Genotipo Tratamiento Interaccion
(unidad) p-valor p-valor p-valor
D (cm) 11,84 3,15 26,59 7,10 17,20 0,0338 <0,0001 0,0318
PSA(mg) 188,92 83,89 44,41 8560 391,90 0,7423 <0,0001 0,0773
Hoja *Na* 982,42 708,13 72,08 130,09 2293,40 0,0351 <0,0001 0,0584
Hoja *K* 1868,89 661,74 35,41 960,51 3183,17 0,4550 <0,0001 0,9767
Hoja K*/Na* 4,93 591 120,04 0,46 20,89 0,7297 <0,0001 0,6425
Raiz *Na* 201,38 94,07 46,71 61,59 324,64 0,7254 <0,0001 0,7022
Raiz *K* 270,83 94,60 34,93 93,10 417,47 0,2068 0,1022 0,8866
Raiz K*/Na* 1,76 1,30 74,29 0,46 5,59 0,4705 0,0006 0,9715
ITD 0,63 0,11 17,42 0,45 0,78 0,0003 <0,0001 0,1114
ITPSA 0,59 0,25 42,52 0,27 1,16 <0,0001 0,0073 0,7737
Hoja ITNa* 5,27 2,37 4506 1,94 9,30 0,0226 0,0042 0,9752
Hoja ITK* 0,55 0,13 22,96 0,36 0,78 0,6263 0,0357 0,9919
Raiz ITNa* 3,34 0,52 1562 2,55 4,26 0,1066 0,0627 0,9987
Raiz ITK* 1,23 0,32 26,07 0,56 1,71 0,3304 0,28 0,9768

*Unidad: pMoles g peso seco. En color gris se indican las variables con diferencias significativas (p<0,05).
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Si bien el didmetro de ambos genotipos disminuyd en condiciones salinas, en 100
mM NacCl la linea 28-13 presenté mayor diametro que la Col O (Figura 17A, C). En
los tratamientos control y 50 mM NacCl, no existieron diferencias significativas entre
los genotipos. El peso seco aéreo de la linea 28-13 en condiciones salinas, fue
similar al del control y en 100 mM NaCl fue mayor que el de la Col O (Figura 17B).
En el tratamiento control, la Col 0 presentd mayor PSA que la linea transgénica
pero dicho valor disminuyo significativamente con el agregado de NaCl. En 50 mM

NaCl no hubo diferencias significativas entre los genotipos.
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100 mM NacCl

Figura 17. Comportamiento de la linea transgénica 28-13 y la wild-type (Col 0) de A.
thaliana bajo tres concentraciones de NaCl: 0, 50 y 100 mM. A. Diametro de planta. B. Peso
seco aéreo. Las barras indican medias y error estdndar. Letras distintas indican diferencias
significativas seguin la prueba DGC (p<0,05). C. Fotografias correspondientes a las repeticiones
de los dos genotipos en el tratamiento con 100 mM NacCl, tomadas a los 28 dias de iniciado el

ensayo.

La linea 28-13 también presentd mayores indices de tolerancia para las dos

variables, diferenciandose de la Col 0 (Figura 18).
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Figura 18. indices de tolerancia promedio del diametro (ITD) y del peso seco aéreo
(ITPSA) a los 28 dias de ensayo de la linea transgénica 28-13 y la wild-type (Col 0) de A.
thaliana bajo dos tratamientos de 50 y 100 mM NaCl. Las barras indican medias y error
estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre genotipos segun la prueba DGC
(p<0,05).

Tanto en la linea transgénica como en la wild-type aumenté el contenido de Na*
en hojas cuando fueron expuestas a condiciones salinas. Este aumento fue
progresivo en Col 0 y mas acentuado en 28-13 (Figura 19). En los tratamientos
control y 100 mM NacCl, los dos genotipos presentaron un contenido de Na*
similar, mientras que en 50 mM NaCl el contenido de Na* en la linea 28-13 fue

significativamente mayor.
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Figura 19. Contenido de Na* en hoja de la linea transgénica 28-13 y la wild-type (Col 0)
bajo tres concentraciones de NaCl: 0, 50 y 100 mM. Las barras indican medias y error

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

La linea 28-13 se diferencio significativamente de Col 0 en el indice de tolerancia
del Na* en hoja acumulando en promedio 6,38 mas Na* en hojas que el control sin
adicion de sal, mientras que Col 0 acumulé 4,16 mas Na* en hojas que su

respectivo control (Figura 20).
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Figura 20. indice de tolerancia promedio del Na* (ITNa*) en hoja de la linea transgénica 28-
13 y la wild-type (Col 0) de A. thaliana bajo dos tratamientos de 50 y 100 mM NaCl. Las
barras indican medias y error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre

genotipos segun la prueba DGC (p<0,05).

Tolerancia a la salinidad de tres lineas transgénicas de A. thaliana en etapa de
germinaciéon

Para las dos variables estudiadas se observaron diferencias significativas entre

genotipos y tratamientos, e interaccidn significativa entre ellos (Tabla 5).

Tabla 5. Comportamiento promedio de las lineas transgénicas 23-44, 27-53, 28-13 y la linea wild-
type de A. thaliana evaluadas en etapa de germinacion bajo cuatro concentraciones de NacCl.
Media, desvio estandar (D.E.), coeficiente de variacién (C.V.), valor maximo y minimo y p-valor para

Genotipo, Tratamiento e Interaccién Genotipo*Tratamiento.

Variable Genotipo Tratamiento Interaccién
: Media D.E. C.V. Min. Max.

(unidad) p-valor p-valor p-valor

PG (%) 80,49 21,20 26,34 20,83 97,62 <0,0001 <0,0001 0,0002
IG 27,37 850 31,04 549 3530 0,0001 <0,0001 0,0011

En color gris se indican las variables con diferencias significativas (p<0,05).
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Las lineas transgénicas 23-44, 27-53 y 28-13 tuvieron un mayor porcentaje e
indice de germinacion en 100 y 150 mM NaCl que la linea wild-type, mientras que
en los tratamientos control y 50 mM NaCl, el PG e IG de las transgénicas fue
similar al de la Col 0 (Figura 21 y 22), con excepcion de la linea 23-44 que
presentd un mayor poder de germinacion en 0 mM NacCl respecto al resto de los
genotipos (Figura 21). El porcentaje de semillas germinadas de Col O disminuyo6
significativamente en 100 y 150 mM NaCl. En este ultimo tratamiento, también se
obtuvo un menor PG de las lineas 23-44 y 27-53, mientras que el de la linea 28-13

fue similar al del control.
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Figura 21. Porcentaje de semillas germinadas (PG) a los 11 dias de ensayo de las lineas
transgénicas 23-44, 27-53, 28-13 y la wild-type (Col 0) de A. thaliana 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 lineas transgénicas presentaron un indice de germinacion (indicador de la
velocidad de germinacion) similar al del control con el agregado de NaCl (Figura
22). En cambio, en la linea Col 0 el IG disminuyd progresivamente en los

tratamientos con 100 y 150 mM NaCl.
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Figura 22. indice de germinacion (IG) de las lineas transgénicas 23-44, 27-53, 28-13 y la
wild-type (Col 0) de A. thaliana 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).

Otra manera de graficar los resultados obtenidos es mediante diagramas de

perfiles multivariados (Figura 23), donde se puede observar que las graficas de los

tratamientos control y 50 mM NaCl fueron parecidas a lo largo del ensayo en los

cuatro genotipos, mientras que en los otros dos tratamientos (100 y 150 mM NacCl)

se aprecia la ventaja de las lineas trans

génicas.
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Figura 23. Diagramas de perfiles multivariados para la variable porcentaje de germinacién (PG) registrada en 5

oportunidades desde el inicio del ensayo en tres lineas transgénicas (23-44, 27-53 y 28-13) y una wild-type (Col 0) de
A. thaliana. A: PG de Col 0 a lo largo del tiempo. B: PG de 23-44 a lo largo del tiempo. C: PG de 27-53 a lo largo del tiempo.

D: PG de 28-13 a lo largo del tiempo.

En la figura 24 se puede apreciar el efecto del tratamiento con 150 mM NaCl en la

germinacion de las semillas de las lineas transgénicas y la wild-type. Si bien los
cuatro genotipos (23-44, 27-53, 28-13 y Col 0) se vieron afectados en 150 mM

NaCl respecto al control sin adicion de NaCl, las semillas de Col O estuvieron

mayormente afectadas.
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0 mM NacCl 150 mM NacCl

Figura 24. Imagenes de las plantulas de las lineas transgénicas 23-44, 27-53, 28-13 y la wild-type (Col 0)
de A. thaliana en placas de Petri con 0 mM NaCl (tratamiento control) y 150 mM NaCl (tratamiento
salino). Las fotografias corresponden a una repeticién de cada genotipo en cada tratamiento y fueron tomadas

al finalizar el ensayo (11 dias).

Si bien en el presente trabajo no se evalué el crecimiento de las plantulas
germinadas, en la figura 25 puede observarse el efecto de los tratamientos salinos
sobre las mismas, siendo el genotipo wild-type el que presenté menor crecimiento.
Esto se evidencia en mayor medida en la longitud de las raices en los tratamientos

MAas severos.
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Figura 25. Imédgenes de las plantulas de las lineas transgénicas 23-44, 27-53, 28-13 y la wild-type (Col 0) de A.
thaliana en los cuatro tratamientos aplicados en el ensayo de germinacién: 0, 50, 100 y 150 mM NaCl. Las fotografias

se tomaron al finalizar el ensayo y en ellas cada genotipo esta representado por cuatro plantulas por tratamiento.
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Discusién

En el presente trabajo, se generaron con éxito cinco lineas transgénicas de A.
thaliana con expresion constitutiva del gen LtNHX1 mediante el método de
inmersion floral mediado por Agrobacterium. Las transformaciones genéticas que
involucran Agrobacterium constituyen el método mas popular para generar plantas
resistentes al estrés bidtico/abidtico y a las enfermedades (Gantait & Mondal,
2018; Ziemienowicz, 2014), y consiste en transferir genes exdgenos al nucleo de
las plantas a transformar donde alli pueden integrarse en el genoma y pasar a la
siguiente generacion (Hwang et al., 2017). Este método se utiliza tanto en la
investigacion aplicada como en la basica porque es mas adecuado que otros
métodos como la biolistica o la microinyeccién (Mubeen et al., 2016; Oltmanns et
al., 2010). Las lineas transgénicas de A. thaliana obtenidas se confirmaron
mediante la amplificacion por PCR del transgén (Figura 11) y el posterior analisis
de la expresion de LtINHX1 a través de una RT-PCR (Figura 13).

El objetivo del trabajo fue analizar los cambios en la tolerancia a la salinidad de las
plantas transgénicas de A. thaliana con expresion constitutiva del gen LtNHX1. Se
tomaron como indicadores de tolerancia variables relacionadas con el crecimiento
como el diametro y el peso seco aéreo, y el porcentaje de semillas germinadas en

condiciones salinas.

La salinidad afect6 el crecimiento de todos los genotipos evaluados, pero lo hizo
en menor medida en aquellos con expresion constitutiva de LtNHX1. En estudios
previos se han obtenido resultados similares a los observados en este trabajo
como, por ejemplo, cuando AtNHX1 se expres6 de forma constitutiva en trigo (Xue
et al., 2004), festuca alta (Zhao et al., 2007) y poroto mung (Sahoo et al., 2016), y
también con plantas transgénicas de arroz que sobreexpresaban OsNHX1
(Fukuda et al., 2004). Asimismo, la expresion constitutiva de genes NHX1 de
levadura, algodon, trigo, Arabidopsis y la halofita Suaeda salsa en plantas
transgénicas de A. thaliana, confirieron mayor tolerancia en 200 mM NaCl en
comparacion con las plantas wild-type, pero exhibieron inhibicién del crecimiento

(Liu et al., 2010). Affinito et al. (2021) observaron que la sobreexpresion de
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LtNHX1 en plantas transgénicas de L. tenuis mejoré la tolerancia frente a
condiciones severas de estrés salino (200 mM NaCl) respecto a las plantas wild-
type. Sin embargo, ambos genotipos mostraron un retraso en el crecimiento bajo
estas condiciones de estrés. Si bien la sobreexpresion de 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. La respuesta fisioldgica de las
plantas al estrés salino requiere la accion coordinada de varios genes involucrados
en la sefalizacion, el ajuste osmotico, la homeostasis ibnica, la
compartimentalizacién vacuolar, la eliminacién de radicales libres de oxigeno y la
restauracion de la actividad enzimatica (Bohnert et al.,, 2001; Gupta & Huang,
2014; Onaga & Wydra, 2016), por lo que el apilamiento de genes candidatos
podria conferir una mayor tolerancia al estrés salino en comparacién con las
plantas transgénicas con un unico transgén (Bhaskaran & Savithramma, 2011;
Gouiaa et al., 2012; Lavado, 2007; Nguyen et al., 2019; Pehlivan et al., 2016). En
un trabajo anterior, se demostr6 mediante un ensayo de expresion génica con
genotipos de L. tenuis con comportamiento contrastante frente al estrés salino,
que si bien NHX1 participa en la tolerancia y es muy importante para la
compartimentalizacion de Na*, actla en combinacion con otros transportadores
iGnicos que reducen o retrasan el transporte de Na* a la parte aérea de las plantas
como SOS1 y HKT1 (Affinito, 2020).

En condiciones fisiolégicas normales, el citosol de las células vegetales contiene
altas concentraciones de K*, mayores a las de Na* (Blumwald, 2000). En este
trabajo la adicion de NaCl aumento el contenido de Na* en raiz y hoja y disminuy6
el contenido de K* en hoja, tanto en las lineas transgénicas como en la wild-type.
La relacion K*/Na* en estos tejidos también se vio afectada por la salinidad. Un
estudio previo con plantas transgénicas de L. tenuis que sobreexpresaban el
propio gen LtINHX1 obtuvo resultados similares en el contenido de Na* y K* en
hojas en 100 mM NaCl (Affinito et al., 2021). El exceso de iones Na*y Cl en el
suelo, afecta la absorcién y el transporte de nutrientes, como el K*y el Ca?,
influyendo sobre la disponibilidad de los mismos en las plantas (Hasegawa et al.,
2000; Munns, 2002; Parida & Das, 2005). El Na*, al presentar una gran similitud
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quimica con el K*, compite por los transportadores catidénicos afectando su ingreso
a la planta; también lo desplaza en sus funciones y disminuye la relacion K*/Na*
del citoplasma afectando negativamente a los procesos metabodlicos que
dependen del K*. Por lo tanto, la disminucién en el contenido de K* en condiciones
salinas se explica directamente por un aumento del Na* (Ghars et al., 2008;
Maathuis & Amtmann, 1999; Tester & Davenport, 2003). En el presente trabajo, la
linea transgénica 28-13 presentd mayores contenidos de Na* en hojas en 50 mM
NaCl que la linea wild-type. Este aumento significativo de Na* en hojas coincide
con lo hallado por otros autores en plantas transgénicas con expresion constitutiva
de genes NHX1 de distintas especies, estudiadas bajo concentraciones salinas
mayores que las evaluadas en este trabajo (Huang et al., 2018; Liu et al., 2010;
Nguyen et al., 2019; Pehlivan et al., 2016; Sahoo et al., 2016). Un incremento de
Na* en las células podria causar toxicidad i6nica y conducir a una grave inhibicion
del crecimiento. Sin embargo, en este trabajo se observé un mejor crecimiento de
las plantas transgénicas en comparacion con las wild-type, o que podria ser
consecuencia de la compartimentalizacion del exceso de Na* en las vacuolas
mediada por el antiporter NHX1. De esta forma, disminuyen los niveles toxicos del
ion en el citoplasma de las células de las hojas, incrementando la tolerancia tisular
en las plantas transgénicas bajo estrés salino (Apse et al., 1999; Liu et al., 2010;
Munns et al., 2016; Munns & Tester, 2008; Sahoo et al., 2016).

Se vio cierta tendencia a un incremento del contenido de K* en raices cuando se
aplicaron los tratamientos salinos tanto en las lineas transgénicas como en la wild-
type. Una posible explicacion podria ser que en condiciones salinas regresa mas
K* a las raices a través del floema, a expensas de las hojas (Wu et al., 2018). Este
aumento en la tasa de recirculacion del K* en el floema se observo en plantas de
arvejas sensibles a la salinidad (Wang et al., 2016). Al analizar varios trabajos, Wu
et al. (2018) encontraron una correlacion negativa entre la cantidad de K* retenida
en las raices y el rendimiento general de la planta bajo salinidad, mientras que en
las hojas esta correlacion fue positiva. Esto sugiere que el control de la
recirculacion de K* en el floema podria representar otro mecanismo de tolerancia a

la salinidad de las plantas. Aunque en este trabajo se observé una mayor
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acumulacion de K* en raices y un menor contenido del ion en hojas en todos los
genotipos en condiciones de estrés salino, las lineas transgénicas mostraron un

mejor comportamiento bajo salinidad respecto a la wild-type.

La tolerancia a la salinidad es un fenémeno que depende de la etapa de desarrollo
de la planta por lo que su evaluacion durante las distintas etapas puede llevar a
comprender los mecanismos implicados en la respuesta al estrés (Flowers &
Colmer, 2008; Shabala, 2013). En este trabajo ademés de estudiar la tolerancia a
la salinidad de las lineas transgénicas de A. thaliana en etapa vegetativa, se
evaluoé el comportamiento de las mismas durante la etapa de germinacion. En
general la salinidad inhibe la germinacion de semillas como consecuencia de dos
procesos: el efecto osmaético debido a una disminucién del potencial de solutos del
sustrato, creando estrés hidrico, y el efecto ibnico debido a la absorcion y/o
acumulacion excesiva de iones por las semillas o las plantulas (Huang &
Redmann, 1995; Khan & Ungar, 1997). Por lo tanto, la germinacién es una etapa
limitante en ambientes salinos ya que determinara si esa planta podra crecer y
sobrevivir con éxito bajo esas condiciones (Song et al.,, 2008). En el ensayo
realizado, se observo mayor tolerancia a la salinidad de las lineas transgénicas de
A. thaliana con expresién constitutiva de LtNHX1 durante la germinacion en
comparacién con la linea wild-type. Esto coincide con lo observado en otros
trabajos con plantas transgénicas de Arabidopsis con expresion constitutiva de
genes NHX1 heterdlogos (An et al., 2008; Li et al., 2007; Li et al., 2017), y con
plantas transgénicas NHX1 de otras especies (Gouiaa et al., 2012; Huang et al.,
2018).

Como se indicé anteriormente, debido a que la tolerancia a la salinidad varia
segun la etapa de crecimiento y la duracién del estrés, las plantas presentan
diferentes niveles de respuesta. Es posible que en el ensayo vegetativo las plantas
de todos los genotipos pudieran adaptarse en mayor medida a las condiciones
salinas, lo cual llevé a una menor diferencia en la tolerancia entre las lineas
transgénicas y la wild-type. Ademas, debe considerarse que, previo a la aplicacion

de los tratamientos salinos, las plantulas de dicho ensayo tuvieron una etapa de

52



crecimiento en ausencia de sal, lo cual pudo conferirles una ventaja favoreciendo
la respuesta al momento de ser regadas con NaCl. En cambio, fue notoria la
existencia de una mejor respuesta a la salinidad de las lineas transgénicas
respecto a la wild-type en la germinacion y puede pensarse que el antiporter NHX1
de Lotus tenuis contribuy6é a la tolerancia en mayor medida en esta etapa. En
concordancia con esto, se ha encontrado en otros trabajos que los beneficios
aportados a la tolerancia frente al estrés salino por la expresion constitutiva de un
gen candidato dependen de la etapa del desarrollo. Por ejemplo, los beneficios de
sobreexpresar el gen del transportador de alta afinidad de K* de clase | (high-
affinity K* Transporter 1, HKT1) en arabidopsis dependieron del momento de
aplicacion del estrés salino (Julkowska et al.,, 2017). En arroz transgénico se
encontré un menor incremento de la tolerancia respecto al genotipo salvaje en
etapas del desarrollo mas avanzadas que en etapas tempranas al sobreexpresar
el gen codificador de la Monodeidroascorbato reductasa (MDHAR), relacionada

con el estrés oxidativo (Sultana et al., 2012).

En estudios previos, la sobreexpresion de LtNHX1 incremento la tolerancia a la
salinidad en etapa vegetativa de un genotipo transgénico de L. tenuis (Affinito et
al., 2021). En el presente trabajo, se confirmoé el rol del antiporter en la respuesta a
dicho estrés abidtico en un sistema heterélogo como Arabidopsis thaliana, no solo

en etapa vegetativa, sino también en la germinacion.
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Conclusiones

>

Se obtuvieron cinco lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana con expresion
constitutiva de LINHX1.

La expresion constitutiva de LtNHX1 incremento la tolerancia a la salinidad de
A. thaliana en fase de germinacién lo que se evidencié en un mayor porcentaje
de semillas germinadas en 100 y 150 mM NaCl respecto la linea wild-type, y en
una similar velocidad de germinacion en los tratamientos salinos respecto al

control sin adiciéon de sal.

La expresion constitutiva de LtNHX1 incremento la tolerancia a la salinidad de
A. thaliana en etapa vegetativa lo que se reflejé en un mayor diametro y peso
seco aéreo de las plantas en comparacion con las plantas wild-type.

El incremento en la tolerancia debido a la expresion constitutiva de LtNHX1
varié segun la etapa del desarrollo en la que fue evaluada, resultando mayor

durante la germinacién que en la etapa vegetativa.

Las plantas transgénicas de A. thaliana presentaron un mayor contenido de
Na* en hojas en condiciones salinas respecto a las wild-type, lo cual indicaria
la existencia de tolerancia tisular debido a la actividad del antiporter NHX1.
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