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Resumen

La salinidad es uno de los estreses abiéticos mas graves que limitan la productividad
de los cultivos agricolas. Este estrés afecta a todos los procesos principales del desarrollo de
las plantas, como la germinacion, el crecimiento, la fotosintesis, las relaciones hidricas y la
absorcién de minerales. Se sabe que el calabacin (Cucurbita pepo) es un cultivo de
cucurbitaceas sensible al estrés salino, por tanto, la busqueda de recursos de variabilidad,
natural o inducida, tolerantes a la salinidad es interesante para la mejora genética. El grupo
horticola BI0293 de la Universidad de Almeria dispone de una coleccién de mutantes EMS
formada por 2822 lineas M; independientes. El presente trabajo consistio6 en el desarrollo de
un método de deteccion y posterior aplicaciéon del método en una evaluacién masiva que
persigue identificar mutantes tolerantes a la salinidad. Para la puesta a punto del método de
evaluacidn, se estudio el efecto de diferentes concentraciones de NaCl (85, 150, 200 y 300
mM) sobre el fondo genético de la coleccion, MUCU16. En base a los resultados se eligio la
concentracion de 300 mM de NaCl para detectar mutantes en la fase de germinacién, ya que
bajo este tratamiento el fondo genético no germina en nuestras condiciones de ensayo. La
evaluacién de la coleccién permitio detectar 46 lineas que segregan para la tolerancia a la
salinidad. La segregacién de la mutacién de tolerancia a la salinidad en 45 de las 46 lineas
candidatas identificadas se corresponde con una segregacién 3:1 y se ajusta al control del
caracter tolerancia a salinidad por un solo gen recesivo. Unicamente para una familia, la
1493, se ajusta al control por un gen dominante.

Abstract

Salinity is one of the most serious abiotic stresses that limit the yield of agricultural
crops. This stress affects all major processes of plant development such as germination,
growth, photosynthesis, water relations and uptake of mineral. Zucchini (Cucurbita pepo) is
a cucurbit crop known to be sensitive to salt stress, therefore, it is interesing seek for
resources of natural or induced variability tolerant to salinity. The horticultural group
BI0293 of the University of Almeria has a collection of EMS mutants made up of 2822
independent M; lines. The present work consisted of the development to indentify salinity-
tolerant mutants. To fine-tune the screening, the effect of different concentrations of NaCl
(85, 150, 200 and 300 mM) on the genetic background of the collection, MUCU16, was
studied. Based on the obtained results, a concentration of 300 mM of NaCl was used to
detect mutant because under this treatment the genetic background does not germinate.
The evaluation of the collection led to the detection of 46 lines that segregate for tolerance
to salinity. The segregation of the salinity tolerance mutation in 45 of the 46 candidate lines
identified corresponds to a 3:1 segregation and it is adjusted to the control of the salinity
tolerance trait by a single recessive gene. Only for one family, 1493, it is controlled by a
dominant gene.
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1. INTRODUCCION

Uno de los efectos negativos de la agricultura en el suelo es la modificaciéon de la
composicién quimica y entre las principales modificaciones se encuentra la acumulacién de
sales, dando lugar a una de las principales restricciones para el crecimiento de plantas en
algunas regiones potencialmente agricolas (Quesada et al., 2000). Los suelos salinos son
aquellos que poseen una conductividad eléctrica superior a 4 dS m-1 a 252C (casi 40mM de



NaCl). Aunque es cierto que las plantas sensibles se ven afectadas con 2 dS m-
aproximadamente, mientras que algunas plantas pueden ser tolerantes al doble de dicha
salinidad (Hernandez-Gonzalez et al., 2014).

La salinidad es uno de los estreses abi6ticos mas graves que limitan la productividad de las
plantas, especialmente en las regiones aridas y semidridas (Ghani et al,, 2018), afectando a
diversas fases del crecimiento desde la germinacion a la produccién de frutos (Ashraf and Harris,
2004). Se sabe que la salinidad del suelo afecta al crecimiento de las plantas, en primera instancia
en forma de estrés osmotico, seguido por toxicidad idnica. El estrés osmético sucede debido a un
descenso del potencial hidrico tras el aumento de la concentracion de solutos, como iones Na* y Cl,
en la zona de la raiz que son potencialmente absorbidos por las plantas en altas tasas. La captacion
de estos iones afecta de forma negativa a la permeabilidad de la membrana de las plantas, es decir,
se genera en el suelo bajo potencial hidrico alrededor del area de la raiz que interfiere con la
capacidad que poseen las plantas para extraer agua del suelo y mantenerse turgentes, por lo que los
sintomas son similares al estrés por sequia en algunas especies. Si el estrés por salinidad se
prolonga o aumenta la concentracion, se observa toxicidad ionica, esto es, se produce una alteracién
de la membrana en cuanto a integridad y funcién producida por la concentracién de iones Na* y Cl,
dando lugar a cambios en el equilibrio de solutos que afecta también a la absorcién de nutrientes
(Ghani etal., 2018).

La mejora genética de las especies cultivadas en relacion a la tolerancia a la salinidad se ha
realizado por medio de seleccién en base a las diferencias de caracteres agrondmicos, como el
rendimiento, altura de la planta, area foliar y el dafio foliar, tasa de crecimiento relativo (Gonzalez
et al,, 2002) Los cambios observados entre lineas tolerantes y no tolerantes en estos caracteres
resultan de los efectos combinados genéticos y ambientales que influyen sobre cambios fisioldgicos
que confieren tolerancia a la salinidad, por lo que son seleccionables (Asharaf and Harris, 2004).

Distintas especies del género Cucurbita son cultivadas y consumidas en todo el mundo. La
produccion anual de cucurbitaceas fue de 32,5 millones de toneladas en 2014 (FAOSTAT, 2018).
De las tres especies del género Cucurbita, dos de ellas, C. maxima y C. moschata, son especies
importantes por ser consumidas por sus frutos (Sun et al., 2017), y por su uso como portainjertos
para otros cultivos de cucurbitaceas, incluyendo el pepino, la sandia y el mel6n, para mejorar la
tolerancia a las enfermedades transmitidas por el suelo y al estrés abiético (Kong et al., 2014; Sun
etal, 2017). La tercera, C. pepo, es la de mayor importancia econémica en Europa y, en particular,
en Espafia. A pesar de su gran importancia econdmica, el entendimiento de los mecanismos de
tolerancia a la sal en los cultivos de Cucurbita spp. es aiin reducido, por lo que buscar materiales
tolerantes a la salinidad para incorporarlos a programas de mejora en estas especies Yy,
paralelamente, estudiar los mecanismos que sustentan la tolerancia a la salinidad es de gran interés.
La busqueda de materiales tolerantes se puede realizar bien estudiando la variabilidad natural de
una especie o generando variabilidad a través de mutagenos. El metasulfonato de etilo (EMS) es
un agente alquilante que posee una eficacia demostrada como mutageno, el cual causa
fundamentalmente mutaciones puntuales (Berna, 1997). A nivel molecular causa la
metilacion de guanina y timina, que se “comportan” como adenina y citosina
respectivamente, de forma que durante la replicacion del ADN, se afaden bases
complementarias a adenina y citosina en lugar de guanina y timina, lo que resulta en una
sustitucion de bases que conduce a cambios puntuales (Rojas et al, 2016). El EMS
frecuentemente provoca gran cantidad de mutaciones recesivas (Ledn-Garcia, 2016). La
explotaciéon de una coleccion de mutantes puede realizarse con dos estrategias. Una



estrategia de genética inversa determina la existencia de mutaciones en genes especificos y,
detectadas las mutaciones, busca el fenotipo asociado con esas mutaciones. La genética
directa parte de un fenotipo, detectado en una familia de mutantes, para, a continuacion,
buscar la mutacion causal (Garcia et al., 2018). En la actualidad existen dos colecciones de
mutantes EMS en C. pepo. La primera emple6 una estrategia de genética inversa y se
detectaron 58 mutaciones en cinco genes candidatos, de las que trece causaban cambios en
la proteina. Se demostré que una de las mutaciones observada en un gen Peroxidasa, es
responsable del albinismo (Vicente-Dolera et al., 2014). La segunda coleccién, ha sido
explotada por un método de genética directa que permitié detectar cuatro mutantes con
insensibilidad a etileno (Garcia et al., 2018). Estos mutantes muestran diferencias en el
determinismo del sexo, pasando de ser monoicas a andromonoicas y androicas (Garcia et
al., 2020a; 2020Db).

En este trabajo se presentan el disefio de un método de genética directa para detectar
mutantes tolerantes a la salinidad, este método se aplica en un screening masivo a la
coleccion de 2822 lineas mutantes EMS en C. pepo del grupo BI0293 de la Universidad de
Almeria.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Material vegetal

Para disefiar un método de genética directa de seleccidn de mutantes tolerantes a la
salinidad se empled la variedad local, MUCU16. Esta variedad de origen espaiiol (Murcia)
procede del banco de germoplasma de la Universidad Politécnica de Valencia-Instituto
Universitario de Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (UPV-COMAV) y ha
sido utilizada para secuenciar el genoma del calabacin y para la generacién de colecciones
de mutantes EMS en esta especie, en particular la coleccién que se empled en este trabajo. Se
caracteriza por presentar frutos de color verde oscuro.

En este trabajo se aplica un método de genética directa disefiado para evaluar la
coleccion de semillas mutantes EMS de C. pepo del grupo BI0293 conservada en el banco de
germoplasma de la Universidad de Almeria. Se trata de una coleccion de lineas
independientes M,. Para la obtencidon de estas lineas, semillas M, fueron sometidas al
mutageno EMS al 0,3% de concentracion. Tras la mutagénesis, se obtuvieron semillas M1, las
cuales se sembraron y se autopolinizaron. Las semillas procedentes de dicha
autopolinizacion constituirian la coleccidon de 2822 lineas M; (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama esquematico de la obtencidn de una linea M». Modificada de Chen et al., 2018.



2.2. Tratamientos y procedimiento

En la primera etapa del trabajo, para el disefio de un método de genética directa para
la seleccién de mutantes tolerantes a la salinidad en Cucurbita pepo, se emplearon distintas
concentraciones de NaCl 85 mM, 150 mM, 200 mM y 300 mM. Para estudiar el efecto del
estrés salino en la germinacidn previamente en Arabidopsis thaliana se ha utilizado un rango
de concentraciones de 0 a 400 mM de NaCl (Thomas et al., 1995), en C. Moschata 250 mM
(Chen et al,, 2018) o en tomate (Solanum lycopersicum) 85 mM de NaCl (Gonzalez et al.,
2020). Es por esto que, para C. pepo, un cultivo de cucurbiticeas relativamente sensible a la
salinidad, decidimos probar con un rango de concentraciones de 0 a 300 mM de NaCl. Los
resultados obtenidos respecto al fondo genético de la coleccién de mutantes EMS, MUCU16,
permitieron seleccionar una concentracion de tratamiento a aplicar, asi como determinar el
tiempo de estudio de la germinacién que después se aplicaron en el método de genética
directa sobre la coleccién de mutantes EMS.

En la primera etapa 30 semillas/tratamiento de MUCU16 (control (H2O estéril), 85,
150, 200 y 300 mM de NacCl) fueron embebidas en 30 mL de soluciones de ensayo durante
16h, a 24°C y 90 rpm. A continuacidn, las semillas fueron sembradas en placas Petri con
papel de filtro (10 semillas/placa) e incubadas 24 horas en oscuridad a 24°C y con 80% de
humedad relativa. La evaluacién de la germinacién tuvo lugar desde de las 24h hasta las
72h, en intervalos de 2h. Se consider6 semilla germinada aquella cuya radicula tenia un
tamano 21mm. Tras 72h las semillas se cubrieron con vermiculita y se incubaron a 262C y
75% de humedad relativa, con ciclos de 16h/8h (luz/ oscuridad) durante 7 dias. En este
periodo se regaron alternando solucion salina/H70 estéril, segin tratamiento, en el caso de
las semillas control, s6lo con H;0 estéril. A los 7 dias, las plantulas crecidas fueron lavadas y
secadas, y se midid la longitud de los hipocétilos y de las raices.

En base a los resultados obtenidos se determiné evaluar la coleccién de mutantes en
base a la germinacién. Considerando semillas mutantes aquellas capaces de germinar a una
concentraciéon de 300 mM de NaCl antes de 72h. Se evaluaron un total de 2822 lineas
independientes M, para ello se procedié del mismo modo que se hizo en la puesta a punto
con la diferencia de que esta vez solo se emple6 la concentracion de 300 mM de NaCl. De
todas las lineas evaluadas se observaron semillas germinadas en 83. Se volvid a repetir el
proceso con estas, y se observaron semillas germinadas en 46 lineas M;, siendo estas
consideradas candidatas potencialmente tolerantes a la salinidad. Al igual que en la puesta a
punto del método, el control utilizado era MUCU16, siendo el control positivo MUCU16 en
H20 y como control negativo MUCU16 a concentraciéon de 300 mM de NaCl al igual que el
resto de lineas M.

2.3. Medidas realizadas

2.3.1. Evaluacién de la germinacion

Tanto durante la puesta a punto del método como en la evaluacién masiva de la
coleccion, se estimaron los parametros tasa de germinacién acumulada (porcentaje
acumulado de semillas germinadas respecto del total en cada observacion), y Gso (tiempo al
que se alcanzé el 50% de germinacion).



2.3.2. Crecimiento de las radiculas, raices e hipocétilos

Para la evaluacién del crecimiento de las radiculas, raices e hipocétilos, se midi6 su
longitud con el programa Image]. En el caso de las radiculas, éstas se fotografiaron a las 48h
desde el inicio de la germinacion y, en el caso de las raices e hipocétilos, tras 7 dias en
vermiculita.

2.3.3. Analisis estadistico
Se emple6 el paquete estadistico Statgraphics Centurién que permite realizar

comparaciones entre los diferentes tratamientos empleados. En primer lugar, se estudiaron
la normalidad (prueba de Kolmogorov o Shapiro-Wilk) y la homocedasticidad. En caso de no
cumplir con la hip6tesis de normalidad, se realizaron bien una transformacién de los datos o
se evalud el efecto de los tratamientos con métodos no paramétricos, como la prueba de
Kruskal-Wallis para establecer las diferencias de la varianza. Si cumplian con la hipétesis de
normalidad, se realizaron analisis de varianza (ANOVA) multifactorial, para determinar si
hay diferencias significativas entre los dos ensayos temporales realizados y entre
tratamientos. La prueba HSD de Tukey se emple6 para determinar los grupos homogéneos.

A partir de los datos de germinacion acumulada de las 2822 lineas EMS se estudio el
ajuste de la segregacién de tolerancia a la salinidad con un test de chi cuadrado (x2). Con
esta prueba estadistica comprobamos si nuestros valores observados se ajustan a nuestra
hipétesis (valores esperados). En este caso, se estudié el ajuste de tolerancia a la salinidad a
un gen recesivo y en caso de falta de ajuste se comprobo el ajuste a un gen dominante.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La tolerancia a la salinidad es un caracter agronémico de alto interés para la mayoria
de las especies horticolas, entre ellas las del género Cucurbita. En el presente trabajo se
muestra el disefio y la puesta a punto de un método de genética directa para detectar
mutantes de C. pepo tolerantes a la salinidad. Con este objetivo, se emple6 el fondo genético
de la mutagénesis, es decir, la linea sobre la que se realiz6 el tratamiento con EMS, MUCU16,
para evaluar concentraciones y estadios de desarrollo, fase de germinacion o crecimiento en
plantula, y metodologia de andlisis. Los resultados de este primer ensayo permitieron
establecer la metodologia para evaluar 2822 lineas independientes de la coleccién M, que
segregaran para la tolerancia a la salinidad.

3.1. Disefio de un método de genética directa para detectar mutantes tolerantes a la
salinidad en C. pepo

Para establecer un método de deteccion de mutantes tolerantes a la salinidad se
evalud la tolerancia al estrés salino del fondo genético, MUCU16. Esta evaluaciéon permite
establecer las condiciones de salinidad a partir de la cuales el fondo genético es afectado,
perdiendo la semilla su capacidad de germinacién o viendo las plantulas reducido su
crecimiento. Por tanto, a esta concentracidn se espera que germinen semillas mutantes, pero
no semillas de tipo salvaje (WT) con el genotipo del fondo genético. La germinacion y
crecimiento de las plantulas de MUCU16 fue evaluada dos veces de forma independiente a
diferentes concentraciones de NaCl (85 mM, 150 mM, 200 mM y 300 mM) y H;O en el caso
de las semillas control.



3.1.1. Germinacion

La evaluacion de la germinacién se realizé en dos repeticiones temporales, con 30
semillas por tratamiento y repeticion. Los resultados se presentan en la Figura 2, para la
primera repeticion (A y C) y para la segunda repeticiéon (B y D). Se analizan dos parametros,
el tiempo de germinacion Gso que equivale al tiempo en el que se observan germinadas (con
Imm o mas) el 50% o mas de las semillas del tratamiento (Figura 2 A y B). El segundo
parametro es la germinaciéon acumulada que indica el comportamiento general frente a cada
tratamiento (Figura 2 Cy D).

Ninguna semilla germin6é a 300mM, lo que indicaria que es una concentracién salina
limitante para C. pepo y en particular para MUCU16. En contraste, cuando se realizé la
primera observacion de la germinacion, a las 20-24 horas, mas del 50% de las semillas del
control (H20) estaban germinadas. El valor de Gso de MUCU16 para cada tratamiento en los
dos ensayos se muestra en la Figura 2 (A y B). Aunque se observan diferencias en el valor
Gso entre los dos ensayos, en ambos casos hay una correlacion negativa entre el incremento
de la concentracion salina y el valor de Gso, si bien en el primer ensayo la concentracién
150mM tuvo menor impacto en la germinacién que en el segundo ensayo y la concentracion
200mM, por el contrario, retrasé la germinacién en mayor medida en el primer ensayo.

En la Figura 2 (C y D) se representan los resultados de germinacién acumulada. Se
observa que para el ensayo 1 (Figura 2 C), MUCU16 alcanz6 el 100% de germinacién
acumulada en el control (H20) a las 24 horas. Mientras que en los tratamientos se alcanzo el
80% en 85 mM, el 70% en 150 mM y el 50% en 200 mM en el tiempo de ensayo. Los
resultados del ensayo 2 (Figura 2 D), para el control fueron similares, si bien, el 100% de las
semillas no estaban germinadas hasta 30 horas, lo que se refleja también en la
representacion del Gso. El efecto de los tratamientos fue una reduccién de la germinacion
acumulada que alcanzé el 87% en 85 mM, el 80% en 150 mM y el 53% en 200 mM en el
tiempo de ensayo. Al contrario de lo observado en el primer ensayo, durante el segundo
ensayo, la germinacion fue mas irregular, y una vez iniciada en cada tratamiento el tiempo
para alcanzar la germinacién acumulada definitiva es mayor a 85 mM y 150 mM. Mientras
que en el primer ensayo, la primera semilla germinada a 85mM se observa a las 24 h y la
ultima a las 43h, en el segundo ensayo la primera semilla germinada se observaalas 24 hy
no germinan mas a partir de las 48 h. Y similar se observa en la concentraciéon de 150 mM.
Por lo que el tiempo de germinacion se prolonga.
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Figura 2. Efecto sobre germinacién de MUCU16 de distintas concentraciones de NaCl. Se representa
el Gso, tiempo al que se alcanza el 50% de germinacién (A) ensayo 1 y (B) ensayo 2. Tasas de
germinacion acumulada (%) (C) ensayo 1y (D) ensayo 2.

La salinidad puede afectar la germinacién por medio de dos mecanismos, creando un
potencial externo que impide la toma de agua o a través del efecto téxico de iones Na+ y Cl-
(Farhoudi et al., 2007). Ambos efectos inhiben o retrasan la germinacién. C. pepo es una
especie que se considera moderadamente sensible a la salinidad (Blaylock, 1994). En el
ensayo de germinacién realizado con el fondo genético de la coleccion de mutantes,
MUCU16, se observa un efecto sobre la germinacion directamente proporcional de la dosis
de NaCl, tanto en la tasa de germinacién acumulada, como en el Gso, en ambos ensayos.
Conforme incrementa la concentraciéon de NaCl, menor nimero de semillas germinan y
germinan con mayor retraso. Las semillas control (germinadas en H;0) alcanzaron el 100%
de germinacion acumulada entre las 20-24h y su Gso no fue superior a 15h. Estos resultados
nos permiten confirmar, que efectivamente la salinidad afecta al proceso de germinacién de
las semillas de C. pepo, pues las semillas en presencia de NaCl germinaron mas tarde en
comparacion con las semillas control (que germinaron en H;0), lo que coincide con los
resultados previos en algodon (Gossypium hirsutum) (Guo-Wei et al., 2011; Sharif et al,,
2019), Arabidopsis thaliana (Quesada et al., 2000), especies en las que se observa que la
salinidad afecta a la germinacién. Por otro lado, en comparacién con otras especies, C. pepo
presenta una tolerancia moderada a la salinidad. En Triticum aestivum (trigo), las lineas con
mayor tolerancia frente a la salinidad, llegando a una tasa de germinacién del 70%, eran



germinadas a una concentracién de NaCl de 20mM (Lethin, et al., 2020). Por el contrario,
B. insularis puede germinar a concentraciones de NaCl de 200mM e incluso 300mM, si bien
la viabilidad de la semilla disminuye incluso a temperaturas que favorecen la germinaciéon
(Santo et al, 2017). En sandia, se observa una disminuciéon de la germinacién y el
crecimiento en plantula a partir de los 80-90 mM (Qing-song et al., 2004; Zhi-hong et al.,
2006).

La germinacién es un proceso complejo en el que, con frecuencia, se observa
variabilidad. Esta variabilidad depende de distintos atributos que evolutivamente
condicionaban el éxito reproductivo, como el tamafio de la semilla o el modo de dispersion,
pero también factores ambientales como la temperatura (Xu et al.,, 2015) y de factores
internos como la variabilidad de los procesos celulares o de reacciones bioquimicas
(Mitchell et al., 2017). En las especies cultivadas, en las que las semillas se generan en las
mismas condiciones ambientales, la variabilidad intrapoblacional se puede deber a la
posicion de la semilla en el fruto en formacién que puede causar cambios en el rendimiento
de la germinacién por la competencia por los nutrientes (Susko y Lovett-Doust, 2000;
Mitchell et al., 2017). Esta variabilidad intrapoblacional puede ser debida al contenido en
acido abscisico, ABA, que favorece la dormancia e impide la germinacién. En Arabidopsis
thaliana se han observado diferencias en el contenido de ABA de semillas de la misma
silicua (Kanno et al., 2010), lo que puede tener un efecto en la variabilidad de la
germinacion. Estos resultados previos pueden explicar la variabilidad observada entre los
distintos tratamientos de los ensayos 1 y 2 e indican la necesidad de realizar repeticiones
que confirmen los resultados obtenidos. A la vez, afectan a la concentracién a seleccionar
que debe garantizar la deteccidn de mutantes. Por estas razones, ademas de la germinaciéon
se analizo el crecimiento en plantula. El interés es determinar si puede ser un estadio mas
adecuado que la germinacidn para realizar un screening masivo.

3.1.2. Crecimiento

El crecimiento de las semillas hasta alcanzar el estadio de plantula con los cotiledones
extendidos, se realizéd en dos momentos. Primero se evalu6 la longitud de la radicula a las
48h de la germinacién de las semillas y con posterioridad se evalu6 el tamafio de raiz e
hipocotilo, pasados 7 dias en vermiculita.

La longitud de la radicula a las 48h fue analizada en los dos ensayos, para cada
tratamiento y cada semilla germinada por tratamiento. La Tabla 1 muestra los resultados de
un analisis ANOVA multifactorial que incluye las repeticiones temporales (ensayos 1y 2) y
los tratamientos analizados (control, 85 mM, 150 mM, 200 mM y 300 mM). Los resultados
muestran que, a pesar de las diferencias observadas en la germinacion, respecto a las
repeticiones temporales, no hay diferencias en el crecimiento de la radicula pasadas 48h de
la germinacidn. Si se observan diferencias entre los tratamientos y se confirma el efecto de
la salinidad. A mayor concentraciéon de NaCl, ademas de mayor retraso en la germinacién y
menor numero de semillas germinadas, hay un menor crecimiento de la radicula.


javascript:;

Tabla 1. Crecimiento de la radicula a las 48 h en los distintos tratamientos con NaCl sobre MUCU16.
Se presenta la longitud promedio (cm) + E. S. y los grupos homogéneos.

Tratamiento Ensayo 1 Ensayo 2
Control (H20) 3,167 £0,241d 2,550+0,268d
85 mM NaCl 1,264 £ 0,070 ¢ 1,130+ 0,113 c
150 mM NaCl 0,526 £0,053b 0,385+ 0,053 ab
200 mM NaCl 0,238+0,013a 0,232+0,039a
300 mM NaCl* 0 0

*No habia germinado ninguna semilla.

La segunda evaluacion del crecimiento se realiz6 tras 7 dias en vermiculita (Material y
Métodos), cuando los cotiledones estaban desarrollados. Se midi6 la longitud de las raices de
las plantulas en desarrollo, asi como la longitud de los hipocétilos. En la Tabla 2 se
presentan los resultados obtenidos para cada tratamiento y repeticién del crecimiento
radicular y del hipocétilo. Los resultados de evaluacién del crecimiento radicular confirman
que no hay diferencias entre las repeticiones temporales (ensayo 1 y 2) para cada
tratamiento, como se observaba en el crecimiento de la radicula a las 48h. Mientras que el
crecimiento del hipocoétilo, que se produce con posterioridad, si hay diferencias entre los dos
ensayos para las plantulas control. Las plantulas control del ensayo 1 alcanzaron mayor
tamafio del hipocoétilo a igual edad (si bien no es significativa) en comparacién con las
plantulas control del ensayo 2, en concordancia con un adelanto de la germinacién
observada en este ensayo (Gso menor y germinacion del 100% a las 24h) (Figura 2). Al igual
que la germinacién y el crecimiento radicular a las 48h, se observa que a mayor
concentracion de NaCl hay menor crecimiento. Es decir, la sal afecta también al crecimiento
radicular y del hipocoétilo de las plantas.

Tabla 2. Crecimiento de las plantulas tras 7 dias en vermiculita. Se representa la longitud promedio
(cm) de raiz e hipocétilo de MUCU16 * E.S. y los grupos homogéneos.

Raiz Hipocotilo
Tratamiento Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 1 Ensayo 2
Control (H20) 6,712+ 0,667c  6,826+0,454c 3,951%0,389¢ 3,031+0,249 ¢
85 mM NaCl 4,210+£0,310c  4,699+0,301c 1,189+0,068b 1,222 +0,048b
150 mM NacCl 1,464 +£0,156b  1,654+0,167 b 0,381+0,034a
200 mM NaCl** 0,965+0,190a 0,602+ 0,063 a 0
300 mM NaCl* 0 0 0

*No habia germinado ninguna semilla.
**El hipocétilo no se llegé a desarrollar.

La disminucién de biomasa debido a estrés iénico esta bien documentada en distintas
especies y los resultados observados para MUCU16 son similares a los observados en otras
especies a distintos estadios del crecimiento temprano de las plantulas. En Brassica rapa se
ha observado que la aplicaciéon de NaCl en una concentraciéon de 150mM redujo el peso seco
foliar y radical respecto a su control, lo que se traduce en una reducciéon producida por el
estrés bajo el que se encuentra la planta en altas concentraciones salinas (Navarro-Ledn et



al., 2020). La medida del peso seco de la planta en C. mdxima y C. moschata se mostré
reducida en estrés salino a concentraciéon de 150mM de NaCl (Niu et al., 2018). Se ha
propuesto que altas concentraciones pueden afectar a la tasa de fotosintesis y a la actividad
enzimdtica dando lugar a una disminucién en la sintesis de proteinas y carbohidratos;
afectar a la produccién de hormonas del crecimiento y llevar a la inhibicién del crecimiento
(Abdul Qados, 2011).

Los efectos del estrés por salinidad son multiples, entre otros se producen metabolitos
de estrés como la prolina y el MDA, cambia el contenido en agua en la planta y el
metabolismo. Estudios realizados en especies de la familia de las cucurbitaceas, sensibles a
la sal, como son el pepino, la calabaza (C. moschata), la calabaza amarga (Momordica
charantia) y Lagenaria siceraria, con distintas concentraciones de NaCl (0, 25, 50, 75 mM)
demostraron que el tratamiento con sal favorece un incremento en la produccion de prolina
variable entre especies y concentraciones (Ghani et al,, 2018). La prolina que se sintetiza y
acumula en el citoplasma en respuesta a estrés salino (Carillo et al., 2011) tiene distintos
efectos osmoprotectores, como la protecciéon de enzimas frente a la desnaturalizacién, la
estabilizacién de la membrana celular o favorecer el equilibrio osmético (Ashraf y Foolad,
2007), por lo que con frecuencia se observa en especies y variedades tolerantes sometidas a
estrés por salinidad. El efecto del estrés por salinidad en las plantas se produce a nivel
bioquimico y fisiologico, alterando miultiples procesos y causando la activacién de distintos
mecanismos. La compresién de los mecanismos activados durante el estrés es
imprescindible para entender la tolerancia a la salinidad y desarrollar materiales tolerantes.
La genética directa permite detectar, a través de la evaluacion del fenotipo de tolerancia a la
salinidad, mutantes y mutaciones que controlen la tolerancia a este estrés. Estos resultados
indican que metabolitos como la prolina pueden ser de potencial interés para detectar o
caracterizar mutantes tolerantes a la salinidad. Presentan la desventaja frente a otros como
la germinacidn, de requerir un trabajo adicional de analisis.

3.2. Evaluacién de la tolerancia a la salinidad de 2822 lineas de mutantes EMS

El objetivo del screening es detectar lineas mutantes que presenten tolerancia al estrés
salino, considerando como referencia de falta de tolerancia a NaCl el fondo genético
(MUCU16). A la hora de disenar el método se empled la informacion obtenida de los
tratamientos con NaCl sobre el fondo genético para establecer tres parametros: el estadio de
estudio, la concentracion de NaCl a usar y el intervalo de tiempo al que se consideraria que
las semillas germinadas en cada linea eran mutantes tolerantes. En base a los resultados
expuestos en el primer apartado de Resultados y Discusion se determindé usar una
concentracién de NaCl de 300 mM, concentracion en la que el fondo genético no germing, y
realizar el ensayo en la fase de germinacion. Esta fase es mas precoz y acorta los tiempos de
evaluacion, ademas de condicionar las primeras fases del crecimiento de las plantulas, por lo
que se ha considerado mas adecuada para realizar un ensayo que requiere evaluar tanto
material vegetal, ya que en total se han analizado 2822 lineas EMS, con 10 semillas por linea,
esto es, 28220 semillas.

Por otro lado, la concentracion elegida debe permitir seleccionar sélo aquellos
candidatos con una capacidad de germinacion en sal notablemente superior que el fondo
genético. Teniendo esto en cuenta, asi como otros ensayos previos realizados en el grupo
BI0293 en los que se comprobd que semillas de MUCU16 embebidas hasta 72h en 300mM

10



de NaCl eran viables (datos no mostrados), se optd por esta concentraciéon. En definitiva, la
evaluacién de la germinacion de las 2822 lineas se realiz6 en 13 tandas de 200 lineas cada
una, la concentraciéon de sal seleccionada (300 mM) y el tiempo de observacién (0-72h).
Basandonos en los resultados de los ensayos de germinacién del fondo genético, se decidié
considerar mutante putativo a toda aquella linea que germinase antes de las 56h de
observacion por dos razones principales; por un lado, porque MUCU16 no puede germinar a
esta dosis en este tiempo de observacion y, por otro lado, porque a partir de este tiempo no
hubo diferencias en la germinaciéon acumulada para ninguno de los tratamientos en ninguno
de los dos ensayos realizados, es decir, no aumentd el nimero de semillas germinadas
(Figura 2, C y D). Ademas, mas adelante, durante la evaluacién masiva de la coleccion, se
comprobd que en el 90-95% de los casos, MUCU16 germinaba en 300mM de NaCl a partir de
las 72h (datos no mostrados). Por tanto, se decidié considerar toda semilla germinada antes
de las 56h como semilla con genotipo mutante, aquellas semillas germinadas entre las 56 y
las 72h como semillas con genotipo heterocigoto ya que germinaban con retraso respecto de
las semillas mutantes y, por ultimo, todas las semillas germinadas después de las 72h como
semillas con genotipo WT, ya que germinaban igual que el fondo genético (Figura 3).

Habitualmente las mutaciones EMS son monogénicas recesivas (Calderén, 2006;
Praena, 2017), por lo que la segregacion esperada en una linea mutante sera de %. Dado
que se ensayaron 10 semillas por linea, se esperaban 2-3 semillas germinadas, esto es,
mutantes con tolerancia a la salinidad en aquellas lineas M, segregando para el caracter. El
resto de las semillas de la linea 7-8 tendran fenotipo tipo salvaje (WT) y no germinaran a esa
concentracion en el tiempo estipulado. Por tanto, en cuanto al fenotipo, para nuestro
screening se considerarian mutantes con fenotipo tolerante a la salinidad a todos aquellos
que germinaron hasta las 56 horas, y con fenotipo salvaje (no tolerante a la salinidad)
aquellos que germinasen después de las 56h, que incluiria tanto a los heterocigotos como a
los WT (Figura 3). Se realizaron dos evaluaciones. En una primera evaluacién de la
coleccion completa, se identificaron 83 lineas potencialmente tolerantes a la sal. Estas 83
lineas se volvieron a ensayar y se confirmé el fenotipo de tolerancia a la salinidad en parte
de las semillas en 46 lineas, que se consideran lineas mutantes putativos. La descendencia
de estas lineas candidatas se evaluard nuevamente en la M3 en germinacién y se
caracterizaran en otros estadios de desarrollo, para confirmar la mutacion de tolerancia a la
salinidad.

Oh 56 h 72h
Tiempo de I I I
germinacién | ) !
Genotipo Mt/Mt Mt/Wt Wt/Wt

| J\ J

1 |
Fenotipo Mutante tolerante a Tipo salvaje no tolerante
la salinidad a la salinidad

Figura 3. Esquema del tiempo de germinacidn en el screening masivo de la coleccion EMS. En base a
los resultados obtenidos previamente se establece el tiempo de germinaciéon segin el cual se
considera que tenemos un fenotipo mutante (tolerante a la salinidad) o un fenotipo salvaje (no
tolerante a la salinidad). Se indica, en funcion del tiempo de germinacion, el genotipo posible de las
semillas. Mutantes (Mt/Mt) para que germinaban antes de las 56h, heterocigotas (Mt/Wt) para
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aquellas que germinaban desde las 56h al final del ensayo y homocigotas salvajes (Wt/Wt) para
aquellas que no germinaban en el tiempo de ensayo.

Puesto que con frecuencia el tratamiento con el EMS causa mutaciones recesivas, de
cada una de las 46 lineas candidatas, se comprobd la hipétesis de ajuste de la segregacion a
la esperada en una mutacién recesiva en un unico gen, esto es 3:1 (No tolerante:Tolerante).
Para comprobar esta hipotesis de control de tolerancia a la salinidad en las 46 lineas
identificadas, se realizé un contraste de hip6tesis por medio de una chi cuadrado (Tabla 3).
Dado que se ensayaron 10 semillas por linea, lo que se esperaria son 2,5 semillas
germinadas antes de las 56 horas (genotipo tolerante, Mt/Mt) y 7,5 semillas sin germinar
(genotipo heterocigoto o WT, Mt/Wt o Wt/Wt).

En la Tabla 3 se indican el nimero de semillas observadas y la X2calculada para cada
linea. La X2resrica con un grado de libertad y con un nivel de confianza del 0,05 es de 3,84, por
lo que, a excepcion de la linea 1493, en el resto de lineas se acepta la hipotesis nula y, por
tanto, la segregacion se ajusta a la obtenida para la tolerancia a la salinidad controlada por
un gen recesivo. En el caso de la linea 1493, se calculd la x2 considerando que la tolerancia a
la salinidad en esta linea esta regulada por un gen dominante y los resultados (X2calculada =
0,066) indican que se acepta esta hipdtesis.

Los datos obtenidos con x2, se ajustan a herencia mendeliana controlada por un gen,
contrastan con los observados en especie cercana a C. pepo, como es C. moschata. En esta
especie evaluaron diversas familias de mutantes EMS para la identificacion de mutantes
tolerantes a NaCl en el estadio de plantula a 200mM de sal, sus datos de supervivencia no
segufan una segregacién 3:1 (tolerancia controlada por un gen recesivo) o la proporcion de
15:1 (tolerancia controlada por dos genes recesivos) por lo que dedujeron que podia
tratarse de una regulacién compleja de varios loci (Chen et al., 2018). Sin embargo, si
existen trabajos en los que se muestra que la regulacion de la tolerancia a la salinidad esta
controlada por un unico gen en Arabidopsis (Quesada et al., 2000). Se identificaron 17
lineas mutantes tolerantes a la salinidad en base a tres estrategias (EMS, bombardeo de
neutrones y mutagénesis insercional (T-ADN)), en el estadio de germinacidn, evaluando la
tolerancia a 250 mM de NaCl. La mayor parte de ellos presentaban herencia monogénica
recesiva con penetracién incompleta, es decir, un porcentaje de mutantes no mostré el
fenotipo y la tolerancia podria depender de multiples factores (Quesada et al., 2000).

En Oriza sativa, también se ha empleado la estrategia EMS para detectar mutantes
tolerantes a la salinidad. Se caracterizaron 6000 lineas en planta adulta y se detect6 un
mutante, hstl, el estudio de la descendencia de este mutante demostr6 un mejor
rendimiento en diferentes concentraciones de NaCl en plantula. La caracterizacion genémica
de la mutaciéon permitié6 determinar que la tolerancia esta causada por una mutacion
recesiva en el gen OsRR22. Este gen que se expresa en raices, tallo y hoja, podria estar
implicado en regular genes implicados en la respuesta a estrés osmdtico y/o en el
transporte de iones entre las células del parénquima y las células del tejido vascular de la
raiz (Takagi et al.,, 2015). Finalmente, el andlisis de una coleccion de 1676 EMS de
mutantes en Triticum aestivum (trigo) permitié identificar 70 lineas con tolerancia a la sal
(200 mM) (Lethin et al., 2020).
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Tabla 3. Estimacion de chi cuadrado (x?2) en las lineas potencialmente tolerantes a la salinidad, para
un gen recesivo (segregacion 3:1). Se muestran las semillas observadas de cada fenotipo.

Linea Germinadas observadas No germinadas Ccateainda
antesdelas 56 h observadas
1048 2 8 0,13
1135 3 7 0,13
1140 1 9 1,20
1143 4 6 1,20
1167 1 9 1,20
1192 5 5 3,33
1252 2 8 0,13
1378 2 8 0,13
1389 2 8 0,13
1407 3 7 0,13
1420 2 8 0,13
1489 1 9 1,20
1493 8 2 16,13
1500 4 6 1,20
1552 1 9 1,20
1565 5 5 3,33
1571 1 9 1,20
1723 4 6 1,20
1915 1 9 1,20
1974 4 6 1,20
1987 1 9 1,20
2011 1 9 1,20
2063 4 6 1,20
2075 1 9 1,20
2111 2 8 0,13
2112 5 5 3,33
2117 2 8 0,13
2139 2 8 0,13
2141 1 9 1,20
2146 3 7 0,13
2224 2 8 0,13
2244 1 9 1,20
2461 1 9 1,20
2469 1 9 1,20
2503 2 8 0,13
2551 1 9 1,20
2578 4 6 1,20
2588 2 8 0,13
2592 4 6 1,20
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2593 2 8 0,13
2596 3 7 0,13
2606 1 9 1,20
2685 2 8 0,13
2692 3 7 0,13
2699 2 8 0,13
2726 1 9 1,20
MUCU16 H,0 10 0 -

Se han realizado multiples estudios para entender la respuesta de estrés a la salinidad.
Multiples procesos pueden intervenir en la reacciéon de respuesta a la salinidad y la
tolerancia puede depender de distintos mecanismos, como la regulacién de la produccion de
sustancias osmoprotectores o la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y los
cambios en los niveles de hormonas (Park et al., 2016). Como una respuesta comun al
estrés de la sal, la acumulacién de prolina contribuye a la eliminacién del ROS, estabilizando
las estructuras subcelulares y modulando el redox celular homeostasis (Sharma et al,,
2011). Por lo tanto, caracterizar el contenido de prolina de nuestras 46 lineas candidatas
serd de interés para nuestros mutantes en el futuro. Ademas, se planteard un estudio mas
amplio en germinacion y durante el desarrollo de las plantulas en la generacién M3, obtenida
de autopolinizacién de plantas M; mutantes y no mutantes de cada una de las lineas.
Actualmente, las plantulas M; claramente identificadas por su fenotipo de germinacion,
como mutantes o WT estan siendo multiplicadas para obtener la Ms. El objetivo es disponer
de semilla suficiente, principal limitaciéon para ampliar los estudios en la M;, para confirmar,
en un tercer ensayo, que los genotipos ya identificados son tolerantes a la salinidad durante
la germinacidn y en otros procesos del desarrollo.

4. CONCLUSIONES

PRIMERA. La salinidad es un estrés que afecta al proceso de germinacién de las semillas en
la variedad MUCU16 de la especie C. pepo, teniendo la dosis de NaCl un efecto directamente
proporcional en el éxito de la germinacion.

SEGUNDA. El estrés salino también tiene efecto durante el crecimiento temprano de las
plantulas de C. pepo. Altera tanto el desarrollo del hipocoétilo, como el crecimiento radicular.
TERCERA. El método de genética directa disefiado en base a los resultados del fondo
genético de la coleccion EMS, MUCU16, permite evaluar la tolerancia a la salinidad en el
estadio de germinacién, a una concentraciéon de 300 mM NacCl, a la que no germina el fondo
genético, ya que a concentraciones mas bajas puede observarse germinacion de semillas que
no sean tolerantes a la salinidad.

CUARTA. Las lineas M; candidatas detectadas en el screening masivo de tolerancia a la
salinidad en el estadio de germinacion, ha permitido identificar 46 lineas que segregan para
la tolerancia a la salinidad. Estas lineas han sido confirmadas dos veces en la M, y se
analizaran en la generacion Ms.

QUINTA. La segregacion de la mutacion de tolerancia a salinidad en 45 de las 46 lineas
candidatas identificadas, se corresponde con una segregacion 3:1 y se ajusta al control del
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caracter tolerancia a salinidad por un solo gen recesivo. Unicamente para una familia, la
1493, se ajusta al control por un gen dominante.
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