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RESUMEN:

La aplicacion de ingenieria genética en estudios de estrés posibilita el analisis
del comportamiento que tendrian genes sobre procesos bioquimicos y
fisiolégicos relacionados con la defensa de plantas al estrés. El estrés salino es
uno de los principales estreses abibticos que afectan seriamente el crecimiento
y rendimiento de los cultivos. Una de las estrategias para evitar la toxicidad de
las plantas en salinidad es por compartimentalizaciéon del Na* en vacuolas
mediante transportadores NHX, localizados en el tonoplasto. Estos mantienen
la homeostasis, disminuyendo la toxicidad celular y permitiendo el crecimiento
de las plantas. Con el fin de evaluar la importancia del gen codificante de NHX1
en la tolerancia a salinidad, se obtuvieron plantas de Lotus tenuis modificadas
genéticamente con el vector p35s:LtNHX1, mediante el método indirecto de
transformacion. A los 90 dias de cultivo, en el medio de regeneracién/seleccion
el 36% de explantes brindaron 3+1 yemas/explante, obteniéndose tres
genotipos transformados (eficiencia de transformacion 3.75%). Se selecciono el
genotipo N2249 y se comparO el crecimiento de brotes o capacidad de
regeneracion de foliolos con el salvaje, en medios de cultivo con 100mM NacCl.
En el ensayo de crecimiento, a los 45 dias, sobrevivid el 50% de brotes del
genotipo salvaje, con una tasa de crecimiento relativo TCR= 0.1+0.07
mm/mm.dia; en cambio en N2249 sobrevivi6 76% de los brotes con TCR=
0.3+0.02 mm/mm.dia. En cuanto a la capacidad de regeneracion de foliolos se
observdO en ambos genotipos una regeneracion cercana al 50% y que el
numero de yemas adventicias formadas por explante, fue superior en N2249
respecto al salvaje (11+7 y 3.7+2, respectivamente). Los resultados muestran
la funcionalidad del gen codificante de NHX1 para atenuar los efectos
deletéreos de la salinidad.



1. INTRODUCCION:

Una planta padece estrés cuando un factor externo, ya sea bidtico o abidtico,
ejerce una influencia desventajosa sobre ella, induciendo un cambio fisiolégico
que produce una reduccion en el crecimiento (Taiz, 2003). El estrés salino es
uno de los principales estreses abioticos que afectan seriamente el crecimiento
y rendimiento de los cultivos. En el mundo alrededor del 6% de la superficie
terrestre contiene altas concentraciones de sales debido al origen de sus
suelos (FAO). Asimismo, alrededor de 32 millones de hectareas son afectadas
por salinidad secundaria o de origen antropico representando
aproximadamente el 2% de la superficie destinada a la actividad agricola de
secano (Munns y Tester, 2008); a la vez que el 30% de la superficie irrigada
manifiestan problemas de salinidad.

La salinidad afecta negativamente a las plantas por efectos osmoticos,
toxicidad de iones especificos y/o desordenes nutricionales (Lauchli y Grattan,
2007), donde las células desarrollan estrategias para protegerse. La toxicidad
metabolica de Na* es la resultante de la competencia con K* en muchas
funciones celulares esenciales para el organismo (Rodriguez-Navarro y Rubio,
2006). Altos niveles de Na* o una relacion Na*/K* elevada puede interrumpir
varios procesos enzimaticos en el citoplasma (Yao et al. 2010). Por otro lado,
una elevada concentracion de Na* en el apoplasto puede ocasionar
deshidratacion celular (Tester y Davenport, 2003). Una de las estrategias es
evitar la toxicidad ionica mediante la limitacion de la absorcion de Na*, su
expulsion o compartimentalizacion del Na* en vacuolas, manteniendo la menor
concentracion de iones en el citosol en comparacion con el ambiente
circundante (Lu et al. 2014). El ultimo punto de control, con el fin de evitar que
los iones alcancen la parte aérea, podria considerarse la carga neta del xilema
(Barrett-Lennard, 2003). En cuanto a la limitacion de la absorcion del Na*,
podria ser la primera linea de defensa impidiendo la acumulacién del ion en la
planta. Sin embargo, la similitud que presenta el ion Na* con respecto al K*
favorece su ingreso a las células. La extrusién de iones puede no ser una
estrategia de tolerancia muy viable, dado que la acumulacion de iones en el
apoplasto impone un estrés hiperosmaético sobre el protoplasto (Kronzucker y
Britos, 2011). EI mecanismo de compartimentalizacion en vacuolas se logra a
través de antitransportadores Na*/H* del tipo NHX localizados en el tonoplasto,
acoplando el movimiento de Na* hacia dentro de vacuolas (en contra del
gradiente de concentracion) con el de H* hacia afuera, a favor del gradiente
electroquimico generado por H*-ATPasas y H*-PPiasa. Los genes de la familia
de anti- transportadores NHX estan presentes en todos los organismos vivos
mientras que en plantas se expresan en raices, hojas y tejidos florales. Los
antitransportadores NHX han sido ampliamente estudiados en relacién a la
tolerancia a salinidad, especialmente en su rol de compartimentalizacién de
Na* y el mantenimiento de la homeostasis del K* (Ma et al. 2014; Bassil et al.
2019). La sobre-expresion de genes NXH incrementa la tolerancia a sales en
diversas especies vegetales (Kronzucker y Britos, 2011; Zhang y Blumwald,
2001; Xue et al. 2004; Chen et al. 2007; Gouiaa et al. 2012; Agarwal et al.



2014), mejorando homeostasis (Zhang y Blumwald, 2001) y regulando el pH
celular (Sakano, 1998). Teakle et al. (2010), caracterizaron y aislaron el gen de
un anti- transportador NHX1 de Lotus tenuis, relacionandolo con la
acumulacién de Na* en las vacuolas de las raices de L. tenuis sometidas a
salinidad, aumentando su tolerancia cuando se la comparaba con L.
corniculatus en similares condiciones, mostrando, ésta Ultima especie, niveles
del transcripto reducido. En otras leguminosas, como Glycine max y Medicago
sp. se observan mayores niveles de expresion del gen NHX1 al ser sometidas
a salinidad (Yang et al. 2005, Li et al. 2006).

Lotus tenuis es un forraje perenne nativo de Europa y naturalizado en la
Argentina, especialmente en la Pampa Deprimida del Salado. Posee alta
plasticidad y adaptacion a diversos tipos de estrés abidtico, entre ellos sequia y
salinidad (Ayers, 1948; Rogers et al. 1997; Sanchez et al. 2011; Uchiya et al.
2016). A pesar de que se la considera como una espacie tolerante a sales, los
mecanismos implicados en su respuesta al estrés no son completamente
comprendidos. Probablemente, L. tenuis secuestra Na* en las vacuolas de sus
raices, es decir posee una mayor compartimentalizaciéon cuando se la compara
con otras especies del mismo género. Basandose en la caracterizacion
molecular, la posible estructura de la proteina NHX1 y la caracterizacion
funcional en levadura, se determind que es probable que LtNHX1 sea un
antiportador vacuolar de Na*/H* y podria mostrar una funcién similar a la de
Arabidopsis thaliana AtNHX1 (Teakle et al. 2010). A pesar de las conclusiones
de este estudio previo, el papel de LtNHX1 en la tolerancia a la sal aun no se
ha evaluado en planta.

ANTECEDENTES:

En el laboratorio de biotecnologia vegetal y gendmica funcional se llevan a
cabo estudios de genes involucrados en la tolerancia a estrés abiético, en este
contexto se realizan ensayos de transformacion genética en Lotus tenuis y
caracterizacion de genes relacionados al estrés. Por otro lado, la Ing. Agr.
Affinito (INTA Pergamino) estudio la expresion transcripcional de NHX1 en
muestras de hoja y raiz de L. tenuis en condiciones de salinidad a largo plazo
(Affinito et al. 2015) y se logré localizar de manera intracelular dicho
transportador (Affinito et al. 2021). Posteriormente se aislo el gen del anti-
transportador NHX1 de L. tenuis y se realiz6 la construcciéon del vector binario
pBi 35s:LtNHX1 (comunicacion personal). La evidencia previa permite llevar a
cabo el presente plan de trabajo.



2. OBJETIVOS GENERALES Y PARTICULARES:
Objetivo general:

Analisis funcional del anti-transportador de iones NHX1 en la tolerancia a estrés
salino de Lotus tenuis (Mill.) mediante la sobreexpresion del gen involucrado en
su sintesis.

Objetivos particulares:

l. Produccion de plantas modificadas genéticamente de Lotus tenuis, con el
gen del anti-transportador Na*/H* (LtNHX1), deteccién y andlisis de la
insercion del gen de interés.

Il. Analisis fisiol6gico de las plantas controles (no transformadas) y portadoras
del gen (transformadas), en condiciones normales y estresantes.

3. MATERIALES Y METODOS:

Objetivo Particular I: Produccion de plantas transgénicas de Lotus tenuis, con
el gen del anti-transportador Na*/H* (LtNHX1), deteccion y andlisis de la
insercion del gen de interés.

Las técnicas de regeneracion y transformacion genética de las plantas de Lotus
tenuis se llevd a cabo mediante el uso de protocolos desarrollados previamente
consistente en el empleo de un medio de cultivo compuesto por las sales de
Murashige y Skoog (1962) enriquecido con reguladores de crecimiento vegetal
(Espasandin et al. 2010). Se emplearon foliolos extraidos de plantulas de L.
tenuis, obtenidas mediante la germinacion in vitro de semillas de una poblacién
mejorada obtenida por seleccion recurrente (“INTA-PAMPA”). Los foliolos
fueron inoculados con un cultivo liquido (ODeco= 0.6) de A. tumefaciens (strain
GV3101 pMP90) y co-cultivados durante tres dias en oscuridad (Fig. 1).
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Figura 1: Representacion esquematica del proceso de transformacion genética de Lotus tenuis
mediante el método indirecto.

El vector binario contiene CaMV35s: LtNHX1; el gen bar fue el gen selectivo
(Fig. 2). El vector fue construido en colaboracién con la Ing. Agr. Affinito A. del
INTA CASTELAR (Affinito et al. 2015). Posteriormente, los explantes fueron



transferidos a un medio de regeneracion conteniendo cefotaxima (300 ug ml?)
y herbicida glufosinato de amonio (5 mg I!) durante 45 dias, efectuandose
subcultivos cada 15 dias, a fin de eliminar la bacteria y seleccionar los
explantes transformados. Los brotes neoformados fueron subcultivados a
medios de elongacién y enraizamiento bajo condiciones de luz (14 h de
fotoperiodo, 116 umol m? s* PPFD) y temperatura (27+2 °C) controlada.
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Figura 2: Representacion esquematica del vector binario utilizado (Programa SnapGene
Viewer).

Verificacion y caracterizacion de las plantas transgénicas. Las plantas
resistentes al glufosinato fueron analizadas mediante amplificacion (PCR). Se
extrajo ADN genomico a partir de brotes de las plantas regeneradas mediante
el protocolo de CTAB (Yamamoto et al., 2000). Fueron analizadas mediante
PCR utilizando oligonucleotidos especificos para el vector binario con los genes
NHX1 R (5'-gtggaccaacatccatccact — 3°), 35s F (5" - gacgtaagggatgacgcacaa —
3%). El fragmento amplificado del ADN gendmico fue sometidos a electroforesis
en geles de agarosa (1%). Finalmente, las plantas que contenian el gen de
interés (“plantas transformadas”), fueron clonadas mediante el cultivo in vitro de
segmentos uninodales para llevar a cabo los ensayos de salinidad.

Objetivo Particular 1l: Analisis_fisiologico de las plantas controles (no
trasformadas) y portadoras del gen, en condiciones normales y estresantes.

1) Tratamientos de estrés salino en cultivo in vitro:

a) Determinacion de crecimiento: Se utiliz6 la parte aérea (estacas) de
plantas “salvajes” y transformadas (N2249) que crecieron en un cuarto
climatizado, en tubos de ensayo conteniendo 3 ml de medio basal de
Murashige y Skoog (1962) semisdlido adicionando 100mM NaCl y sin adicionar
NaCl como tratamiento control. Por otro lado, se realizé un ensayo con estacas
en un medio de cultivo con concentraciones crecientes de NacCl, incrementando
la concentracion cada 3 dias, iniciando el ensayo con 50 mM hasta 250 mM. Se



tomaron 10 tubos por repeticion con una planta por tubo y se realizaron 3
repeticiones de cada tratamiento.

b) Capacidad de regeneracion: Se indujo regeneracion de explantes
(foliolos) con el medio de regeneracion de definida concentracion de hormonas
(Espasandin et al. 2010) para regeneracion de L. tenuis adicionando 100mM
NaCl o sin adicionar NaCl como tratamiento control, durante 45 dias. Se
tomaron 10 tubos por repeticion y se realizaron 3 repeticiones de cada
tratamiento.

2) Determinacion de los pardmetros morfolégicos y fisiologicos:

a) Determinacion de crecimiento: Se determiné el porcentaje (%) de
sobrevivencia de las plantas con y sin estrés (Xiong et al. 2019). En el
transcurso del ensayo se midio longitud aérea y se determind la tasa de
crecimiento relativo (TCR).

b) Capacidad de regeneracion: Se determino el % de regeneracion y el n°
de yemas neoformadas/explante de los explantes con y sin el agregado de
NaCl en el medio de cultivo.

Andlisis estadistico: Para los analisis estadisticos se utilizé ANOVA, y para las
diferencias entre las medias, su significancia fue analizada por el Test de Tukey
(p<0,05%) con el programa Info- Stat (Di Rienzo et al. 2011) y Graph Pad Prism
Software.

4. RESULTADOS:

Objetivo Particular I: Produccion de plantas transgénicas de Lotus tenuis, con
el gen del anti-transportador Na‘/H* (LtNHX1), deteccion y andlisis de la
insercion del gen de interés.

Luego de realizar el protocolo de transformacion descripto en materiales y
métodos, y transcurridos 90 dias de cultivo, 36% de los 66 explantes tratados
con vectores portadores de CaMV35S:NHX1 brindaron de 2 a 4 yemas
adventicias/explante (Fig. 3B), a través de un sistema de regeneracion directa
(sin formacion de callos). Asimismo, el crecimiento bacteriano y fungico se
incrementd en el tiempo ocasionando contaminacién en algunos explantes. Las
yemas adventicias fueron aisladas y transferidas a un medio fresco desprovisto
de reguladores de crecimiento a fin de estimular su elongacién. Seguidamente
los brotes resultantes fueron aislados para la posterior verificacion de la
transgénesis mediante el uso de la técnica de PCR (Fig. 3A).

Finalmente, se obtuvieron 3 lineas transformadas con CaMV35S:NHX1 (Fig.
3A) de las 80 plantas obtenidas. La integracion del gen fue confirmada a partir



de secciones de hojas extraidas de las lineas transgénicas, mediante analisis
de PCR, obteniendo el producto de amplificacion de 0,67 kb para las lineas
transformadas. Estos resultados se corresponden con una eficiencia de
transformacion de 3,75%.

| Figura 3A: PCR y electroforesis en gel
. usando primers especificos de LtNHX
(671 bp). Calle 1: control positvo. Calles 2-
~ 4: plantas transformadas. Calle 5: control
negativo. M: PM 100 bp plus.

Figura 3B: Organogénesis directa de
yemas adventicias a partir de explantes
foliares inoculados con el agente vector.

Las caracteristicas fenotipicas del material neoformado fueron similares al
tratamiento control (sin inocular), correspondiéndose con una organogénesis
directa del 816 % en el tratamiento sin inocular y un ulterior crecimiento
normal de ambos tratamientos bajo condiciones normales de crecimiento. Los
brotes extraidos de las plantas genéticamente modificadas fueron sometidos a
un ciclo de multiplicacion. Este procedimiento permiti6 el escalado de la
produccién, con el fin de llevar a cabo el 2° objetivo particular.

Objetivo Particular 1l: Analisis fisiologico de las plantas controles (nho
trasformadas) v portadoras del gen, en condiciones normales y estresantes.

Se seleccioné el genotipo transformado denominado N2249 y se compar6 el
crecimiento de brotes o capacidad de regeneracion de foliolos con el genotipo
salvaje, en medios de cultivo in vitro con y sin el agregado de NaCl. El cultivo in
vitro ha sido aceptado y adaptado como técnica de seleccidon para el ensayo de
cultivos en la tolerancia a salinidad (Ayolié et al. 2020).

Ensayo de determinacion de crecimiento: Con el fin de obtener resultados
preliminares se inicié con el ensayo de concentraciones crecientes de NaCl,
incrementando la concentracion de NaCl el medio de cultivo cada 3 dias
(50mM, 100mM, 150 mM, 200mM y 250mM NaCl). Se pudo observar que
ninguno de los genotipos se adapté a 200mM y 250 mM mas de 3 dias (Fig. 4).
Por tal motivo, se tomé la concentracion de 100mM NacCl en el medio de cultivo
para realizar los siguientes ensayos.
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Figura 4: Plantas sometidas a 200mM NaCl en el medio de cultivo. 1zg.: genotipo salvaje —
Der.: genotipo transformado



Las estacas del genotipo salvaje y transformado (N2249) fueron sometidas a
100mM de NaCl durante 45 dias, observamos que sobrevivio el 50% de brotes
del genotipo salvaje, con una tasa de crecimiento relativo TCR= 0.1+0.07
mm/mm.dia; en cambio el N2249 sobrevivi6 76% de los brotes con TCR=
0.3+0.02 mm/mm.dia. En condiciones normales de crecimiento se obtuvieron
similares TCR en ambos genotipos (salvaje= 0.58+0.1 mm/mm.dia y
transformado= 0.55+0.17 mm/mm.dia). En la figura 5, se observa la elongacion
de los brotes en el transcurso del ensayo. Las lineas completas corresponden
a las condiciones normales de crecimiento, mientras que las lineas punteadas
fueron las condiciones de estrés salino. Se puede observar que, en condiciones
normales, ambos genotipos crecieron de manera similar en el tiempo; sin
embargo, en condiciones de salinidad, las plantas transformadas crecieron 3
veces mas respecto al genotipo salvaje. En ningdn caso se observaron
diferencias estadisticamente significativas. En la figura 6, se observa el
genotipo transformado, que en condiciones salinas tiende a brotar sus yemas
axilares, sin embargo, el genotipo salvaje es mas clorotico y disminuye el
crecimiento.
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Figura 5: Elongacién de brotes en el transcurso del ensayo en ambos genotipos sometidos a salinidad

dias

y en condiciones control.



Figura 6: Plantas sometidas a 100mM NaCl durante 45 dias. lzq arriba: genotipo salvaje. Izq
abajo: Genotipo transformado. Der.: 3 plantas salvajes y 3 plantas N2249. Barra: 1 cm

Comparando el mismo genotipo sometido a salinidad y en condiciones control
pudimos observar que el genotipo salvaje disminuyé su longitud aérea 9 + 1,8
veces con respecto en condicion control, en cambio el N2249 disminuyo 2 +
0,25 veces. En la tabla 1 se observa cuantas veces disminuyo la longitud del
tallo en cada genotipo, con respecto a su control, en el tiempo, expresado en
%.

Tabla 1. Comparacion de la longitud del tallo en cada genotipo, con respecto a su control,
expresado en porcentaje (%).

DIAO 10 DiIAS | 15DIiAS | 20DIiAS | 30DIAS | 45DIAS
N2249 ctol. 0 100 100 100 100 100
N2249 sal 0 59,39 49,62 45,45 56,68 44,91
WT ctol. 0 100 100 100 100 100
WT sal 0 10,04 10,00 9,15 13,91 14,13

En cuanto a la capacidad de regeneracion de foliolos se observé que, a los 60
dias del inicio del ensayo, los dos genotipos disminuyeron su capacidad de
regeneracion, sin embargo, el genotipo transformado incrementé el n°
yemas/explantes. Ambos genotipos tuvieron una regeneracion cercana al 50%
y el promedio del nimero de yemas adventicias formadas por explante fue
superior en N2249 respecto al salvaje (11+7 y 3.7+2 respectivamente) (Fig. 7).
En cuanto a la regeneracion en condiciones de crecimiento controles (sin el
agregado de NaCl) se observé que el genotipo sin transformar tuvo un 65% de
regeneracion con un promedio de 8+1 yemas adventicias/explante y el genotipo
N2249 (transformado) tuvo una regeneracion de 79% y 7+2 yemas
adventicias/explante (Fig.7).



Figura 7. Regeneracion de explantes a los 60 dias del inicio del ensayo. A: Explantes sin
transformar sometidos a 100mM de NaCl. B: Explantes del genotipo transformado sometidos a
100mM de NaCl. C; Explantes del genotipo sin transformar en medio de regeneracion sin
agregado de NaCl. D: Explantes transformados en medio de regeneracion sin agregado de NaCl.
Barra: 1cm.

5. DISCUSION Y CONCLUSIONES:

En el marco de la presente tesina de graduacidon se obtuvieron plantas
transgénicas de Lotus tenuis que expresan CaMV35s::NHX1 de manera
constitutiva, basado en un sistema directo de regeneracion de brotes, sin
proliferacion de callos (Espasandin et al. 2010). Este hecho, en adicién al uso
de segmentos foliares como fuente de explante reduce el riesgo de producirse
variacion somaclonal (Webb y Watson, 1991). Las plantas transformadas no
presentaron diferencias fenotipicas respecto a sus pares no transformadas bajo
condiciones 6ptimas de crecimiento, sin embargo, bajo estrés salino moderado
(100mM NaCl) en cultivo in vitro, se observé mayor restriccion de crecimiento
en el genotipo salvaje con respecto al transformado. En plantas de Triticum
aestivum se pudo observar que el NaCl ocasiona una gran variacion en la
capacidad de regeneracién en medios de cultivo con el agregado de diferentes
concentraciones de NaCl, disminuyendo la tasa de regeneracion a medida que
incrementa el NaCl en el medio, demostrando que las sales disminuyen la
capacidad de regeneracién. (Ayolié et al. 2020).

La salinidad y el anegamiento ocasionan disminucion en el crecimiento de la
mayoria de los cultivos y pasturas (Munns y Tester 2008, Teakle et al. 2010).
En especies haldfitas también se ha observado disminucién de la longitud de la
parte aérea y raices en condiciones de salinidad moderada, y en elevadas
concentraciones de NaCl muestran clorosis, abscision de hojas y disminucién
del peso fresco (Xiong et al. 2019). Nosotros hipotetizamos que las plantas



transgénicas crecen mejor por el hecho de que el Na* es compartimentalizado
en vacuolas y disminuye la toxicidad en planta, ocasionando un mejor
crecimiento. En especies vegetales, como Gossypium hirsutum, Oryza sativa,
Arabidopsis thaliana, Triticum aestivum, Suaeda salsa (Affinito et al. 2021), que
sobreexpresan el antitransportador NHX1 se ha observado que ofrecen un
mayor crecimiento de la parte aérea en condiciones de altas concentraciones
de NaCl, comparadas a la misma especie en condiciones normales de
crecimiento. Teakle et al. (2010), observaron que L. tenuis mostraba mayor
crecimiento en condiciones salinas, mayor acumulacion de Na* en sus
vacuolas y mayores niveles de transcripto del antitransportador NHX1
contribuyendo en la tolerancia a salinidad comparado a L. corniculatus. A pesar
que se observé una reduccion en el crecimiento de las transgénicas al
incrementar el contenido de NaCl en el medio de cultivo, se pudo observar que
se adapt6 mejor que el genotipo salvaje ya sea en cuanto al crecimiento en
longitud de estacas y en la capacidad de regeneracion.

Como conclusion final, en este estudio, se obtuvieron plantas transgénicas que
sobreexpresan el antitransportador NHX1 de L. tenuis, observando mayor
tolerancia al estrés salino en el genotipo transformado con respecto al genotipo
sin transformar. El gen codificante de NHX1 atenuaria los efectos deletéreos de
la salinidad.
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