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1. Introduccién

1.1. Tomate

El tomate es una planta originaria de América del Sur, domesticada principalmente
en México, contiene una gran fuente de nutrientes importantes como vitamina A y
C, asi como enzimas antioxidantes (Tabla 1) (Gerszberg et al., 2014;
Bergougnoux, 2014). Su consumo se realiza en fresco, asi como procesado
(Candar-Cakir et al., 2016); es considerado uno de los principales productos
agroalimentarios de exportacion, asi como el séptimo producto agricola de
importancia a nivel mundial (después del maiz, arroz, trigo, papa y la yuca) y es el
segundo producto vegetal después de la papa (SIAP-SAGARPA, 2012;
Bergougnoux, 2014).

Tabla 1. Valor nutricional de tomate rojo fresco 100g
(Bergougnoux, 2014-USDA)
Agua 94.52g
Energia 18kcal
Proteina 0.88g
Carbohidratos 2.639
MINERALES VITAMINAS
-Vitamina C 13.7mg
-Calcio 10mg -Colina 6.7mg
-Magnesio 11mg -Vitamina A 42ug
-Fosforo 24mg -a-Caroteno 4499
-Potasio 237mg -B-Caroteno 101pg
-Sodio 5mg -Licopeno 2573ug
-Fluoruro 2.3ug -Luteina + zeaxantina 123ug
-Vitamina K 7.9ug

1.1.1. Descripcion general del tomate

El tomate pertenece a la familia Solanaceae que alberga mas de 3000 especies
que incluye plantas de importancia economica como la papa, chile, berenjena,
petunia y tabaco (Bergougnoux, 2014); es una planta herbacea perenne, de



crecimiento determinado y ramificacion simpodial, presenta, ademas, hojas
pecioladas, compuestas, de color verde en el haz y envés de color grisaceo, su
tamafio depende de las caracteristicas genéticas de cada variedad. Las flores son
hermafroditas y regulares, se presentan formando inflorescencia, esta formada por
un pedunculo corto, con un caliz compuesto de cinco a seis sépalos y la corola
con cinco o seis peétalos amarillos. El fruto es carnoso, ovalado, suculento y
fragante, con cavidades o léculos internos variables (Figura 1). La semilla es
aplanada y de forma lenticelar, el sistema radicular esta constituido por raiz
principal, raices secundarias y adventicias, que se extienden superficialmente
sobre un diametro de 1.5m y méas de 0.5m de profundidad; sin embargo, el 70% de
las raices se localizan a menos de 0.2m de la superficie (CENTA Guia tomate,
SAGARPA, 2012).

Figura 1 Planta de tomate. a) Planta de tomate adulta, b) hoja compuesta, c) flor, d) fruto.



1.1.2. Tomate como modelo de estudio

El tomate es uno de los principales cultivos agricolas como fuente de alimentacion,
econémicamente importante a nivel mundial, y es considerado un sistema modelo
predominante para estudios genéticos en plantas, es la especie de la familia
Solanaceae mas intensamente utilizada para investigacion, presenta
caracteristicas significativas a diferencia de otras plantas modelo como lo es
Arabidopsis, el arroz, el trigo entre otras, la planta de tomate produce frutos
frescos (denominadas botanicamente como bayas), ramificacion simpodial y es el
tnico modelo de plantas con hojas compuestas; otras razones incluyen el facil
manejo de cultivo en un amplio rango de ambientes, presenta un ciclo de vida
corto, ademas de que se cuenta con tecnologia para su transformacion genética,
asi como la disponibilidad de fuentes de informacion; es un organismo diploide con
un genoma relativamente pequefio (950Mbp) con 12 pares de cromosomas que
codifican aproximadamente 38,000 genes, carece de duplicacién de genes, tiene
la habilidad de desarrollar haploides, asi como un amplio rango de mutantes,
presenta insensibilidad al fotoperiodo, alta autofertilizacién y homocigosis, buen
potencial reproductivo, facil control de polinizacién e hibridacion, asi como el
estudio del desarrollo de frutos y la generacidon de bases de datos genéticos
(Foolad, 2007; Barone et al., 2008; Kimura y Neelima, 2008; Liu et al., 2016, Sol
Genomics Network, 2018).

1.2.Produccioén de tomate
1.2.1. Produccién nacional

La produccion total de tomate en México para el afio agricola 2017 alcanz6 un
total de 3,055,861 tn, destacandose 10 estados productores, Sinaloa
posicionandose en el primer lugar con una produccion de 744,824 tn y un
rendimiento del 57.38 tn/ha, en segundo lugar, San Luis Potosi y en el tercer

puesto Michoacan con una produccion de 334,054 y 211,100 tn respectivamente,
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continuando con Zacatecas, Jalisco, Baja California, Puebla, Sonora, Morelos y
México (Figura 2) (SIAP-SAGARPA, 2018).

MEXICO, 103,169

MORELOS, 108,187
SONORA, 115,245

PUEBLA, 122,219 SINALOA, 744,824

BAJA CALIFORNIA,
145,237

JALISCO, 179,177

SAN LUIS POTOSI,
334,054

MICHOACAN,
211,100

Figura 2 Principales estados productores de tomate en México. SIAP, afio agricola-2017. Datos expresados en
toneladas. http://infosiap.siap.gob.mx:8080/agricola_siap gobmx/ResumenProducto.do.

A nivel nacional, el rendimiento total de la produccién de tomate por hectarea
cosechada alcanz6 64.832 tn/ha. De los principales estados productores, Puebla
obtuvo el mayor rendimiento de produccién con 145.917 tn/ha, mientras que
Michoacan presentd el menor rendimiento con 36.382 tn/ha (Figura 3), sin
embargo, el estado con mayor rendimiento en la produccién fue Querétaro con un
rendimiento de 404.002 tn/ha y una produccion de 103.061 toneladas; cabe
destacar que 17 estados presentan rendimientos por debajo del promedio, lo que
realmente resulta conocer la problemética al obtener un menor rendimiento (SIAP-
SAGARPA, 2018).
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MICHOACAN,
36.382

MORELOS, 45.875 PUEBLA, 145.917

SINALOA, 57.38

ZACATECAS, 63.964

SAN LUIS POTOSI,
119.732

SONORA, 66.156

JALISCO, 74.824 MEXICO, 96.537

Figura 3 Rendimiento de la produccién de tomate por hectarea cosechada de los principales estados productores.
Datos expresados en Toneladas/Hectéarea. SIAP, afio agricola 2017.

1.2.2. Produccion mundial de tomate

A nivel mundial el tomate para el afio 2016 alcanzé una produccién de
233,466,175 toneladas, siendo los principales paises productores China, seguido
de India, EUA y Turquia. México se encuentra en el décimo lugar con una
produccién de alrededor de 4,047,171 toneladas (Figura 4) (FAOSTAT, 2018).
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BRASIL, 4167629
MEXICO, 4047171

ESPANA, 4671807

IRAN, 6372633
ITALIA, 6437572

EGIPTO, 7943285

EUA, 13038410
CHINA, 112732725

INDIA, 18399000

Figura 4 Principales paises productores de tomate. Datos expresados en toneladas. FAOSTAT, afio agricola 2016.
http://www.fao.org/faostat/es/#data/QC.

1.3. Problematica

Las plantas son organismos sésiles que carecen de mecanismos de escape a
condiciones adversas y se encuentran continuamente afectadas por una gran
diversidad de factores ambientales que, dependiendo de su efecto en cuanto a la
cantidad e intensidad, resulta en una interaccion que puede ser benéfica o
perjudicial. Los factores ambientales se han clasificado en dos tipos; los factores
bidticos que resultan directa o indirectamente de la interaccion con otros
organismos Vvivos (patégenos, herbivoros, parasitos, insectos y otras plantas) y
factores abidticos aquellos que se originan de la experiencia de condiciones
fisicas, quimicas y de energia (temperatura, luz, minerales, agua, entre otros).
Para un crecimiento 6ptimo, las plantas requieren de estos factores ambientales
en cada etapa de desarrollo, sin embargo, cualquier desviacion de las condiciones
Optimas externas, un exceso o0 deficiencia quimica o fisica, afecta de manera
adversa el crecimiento, desarrollo y productividad de la planta (Figura 5) (Hans-
Werner et al., 2012; Nguyen et al., 2016).
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Los efectos del cambio climatico en la agricultura, como fluctuaciones en la
frecuencia e intensidad de la temperatura media, precipitaciones, radiacion,
presion atmosférica, influye significativamente en los recursos de importancia
clave para la produccion agricola, tales como como el suelo, el agua, poblacion y
distribucion de microorganismos, en consecuencia se intensifican sequias, lluvias,
desertificacion, enfermedades y brotes en los cultivos afectando la produccién de

insumos agricolas (Kurukulasuriya y Rosenthal, 2003).

Evolutivamente las plantas han desarrollado habilidades Unicas y sofisticadas para
responder ante cualquier estrés ambiental. Aquellas plantas que crecen en
condiciones hostiles y ademas sobreviven, involucran el desarrollo de mecanismos
de tolerancia, resistencia o evasion, lo que representa un punto clave de
investigacion es la identificacion de estos mecanismos de respuesta a nivel
genético y molecular relacionadas con el estrés en plantas, que permitan realizar
modificaciones en las vias involucradas con la respuesta de defensa dirigiendo el
objetivo principal al mejoramiento de plantas y obtener cultivos con mayores
rendimientos, estabilidad, calidad y mayor tolerancia ante condiciones de estrés
(Macedo, 2012).
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1.4.Estrés en plantas

El estrés en el sentido del estado fisioldgico es la condicion causada por factores
que tienden a alterar un equilibrio, en plantas comienza con una restriccion dado
por componentes ambientales o con fluctuaciones altamente impredecibles
impuestas en el patréon metabdlico regular, que ocasiona tension en el sistema. El
estrés, se presenta por un exceso o déficit de los factores ambientales, tiene la
capacidad de causar lesiones, defectos en el crecimiento y desarrollo, asi como
enfermedad; deteriora el rendimiento de la funcién vital, y la respuesta a factores
ambientales o defectos genéticos inherentes (Gaspar et al., 2002; Mantri et al.,
2012). Factores ambientales adversos incluyen la sequia, salinidad, radiacion
solar (exceso o altas intensidades de luz), temperaturas extremas, contaminantes
como metales pesados o agroquimicos, asi como enfermedades (Gechev y Hille,
2012).

Los cultivos agricolas se enfrentan a una gran diversidad de estos factores y
tienen la capacidad de afectar en gran medida el rendimiento en la produccion de
los cultivos, causando un desbalance en su homeostasis, el cual puede llegar o no
a ser compensado. El estrés que se ha impuesto en un sistema biologico induce
una respuesta con diversos cambios morfoldgicos, fisiolégicos y bioquimicos
negativos que ponen en riesgo la forma vital del organismo, sin embargo, las
plantas tienen la capacidad de hacerle frente a estos cambios a partir de
mecanismos altamente desarrollados que le permiten sobrevivir a los cambios
fluctuantes presentes en el medio ambiente (Gechev y Hille, 2012; Sewelam et al.,
2016). A partir de esto se requiere conocer los efectos que se inducen en las
plantas en condiciones estresantes y entender los mecanismos de respuesta que
realiza para su defensa y asi establecer propuestas que permitan combatir los

efectos negativos dadas por las condiciones adversas.
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1.4.1. Estrés abiotico

El estrés abiotico es ocasionado por factores fisicoquimicos, los principales
factores son; temperaturas extremas (calor, frio y congelamiento), muy alta o muy
baja irradiacion, anegamiento, sequia, nutrientes, minerales inadecuados en el
suelo, entre otros (Koyro et al., 2012; Lokhande y Suprasanna, 2012), que influyen
negativamente en la supervivencia, la produccion y el rendimiento de los cultivos
hasta en un 70%, por lo que representan una amenaza en la produccion de
alimentos a nivel mundial (Mantri et al., 2012). El estrés abiético dado por déficit
hidrico, salinizacién y temperaturas extremas son los tipos de estrés que limitan en
mayor medida el crecimiento y la productividad de los cultivos (Golldack et al.,
2011). Se estima que el 45% de suelos agricolas a nivel mundial experimenta
casos de sequia y un 19% es afectado por la salinidad (Koyro et al., 2012), se ha
seflalado ademas una alta expectativa para la generacion de una grave

salinizacion en tierras cultivables para el afio 2050 (Vinocur y Altman, 2005).

El déficit hidrico puede definirse como una situacién donde el potencial hidrico y el
turgor en plantas se reduce considerablemente para interferir con las funciones
vitales (Shao et al., 2008). El estrés hidrico se caracteriza por la reduccion en el
contenido de agua, la turgencia, el potencial hidrico, el cierre de estomas limitando
el intercambio de gases, la disminucién en la divisién y diferenciacion celular, la
reduccion del volumen citosélico, mientras que un estrés progresivo afecta
procesos celulares fisiolégicos y bioquimicos como la fotosintesis, causa una
alteracion en el metabolismo, toma de iones, carbohidratos, nutrientes, asi como

hormonas y finalmente la muerte (Shao et al., 2008; Cominelli et al., 2013).

Gran parte de los suelos agricolas que han sido fuertemente irrigados son
altamente salinos, se ha demostrado que, en consecuencia, altas concentraciones
de sales particularmente de sodio (Na’) altera la estructura del suelo,
disminuyendo su porosidad, capacidad de aeracion y conductividad del agua, esto
ademas genera un bajo potencial hidrico en el suelo lo que incrementa la dificultad
de las plantas para la adquisicion de agua y nutrientes ocasionado un estrés

(Mahajan y Tuteja, 2005). Un suelo es considerado salino cuando la conductividad
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eléctrica de la zona de la raiz excede ~40mM de NaCl a 25°C y presenta un
intercambio de Na* del 15% (Das y Strasser, 2013). Se estima que a nivel mundial
aproximadamente 800 millones de hectareas presentan condiciones de salinidad
(Cortés y del Real, 2007).

Altas concentraciones de sales, causa estrés osmoético e ionico en las plantas,
afectando adversamente su crecimiento y desarrollo en dos fases (Han et al.,
2015). Durante la fase inicial, el estrés osmoético predomina e induce estrés
hidrico, e induce diversas respuestas fisiolégicas como ruptura de membranas,
acumulacion de solutos compatibles, cierre de estomas y una reduccion de la
asimilacion del carbono (Albacete et al., 2008; Han et al., 2015). Durante la
segunda fase, la entrada directa y excesiva de iones de sodio (Na*) y cloro (CI)
dentro de las células por los canales de iones y transportadores inhibe la
absorcion de minerales vitales lo que resulta en una toxicidad i6nica y en un
desequilibrio de nutrientes, ademas desencadena un estrés oxidativo debido a un
incremento de especies reactivas de oxigeno (ROS por su siglas en inglés,
Reactive Oxigen Species) lo que ocasiona desorganizaciéon en las membranas,
inhibicion de la divisidbn y expansion celular, asi como una reduccion de la
fotosintesis (Albacete et al., 2008; Han et al., 2015; Mahajan y Tuteja, 2005). El
estrés salino inhibe le crecimiento y desarrollo de las plantas, desencadenando
una muerte celular programada, dando lugar a un bajo rendimiento o pérdida total
de la produccién de cultivo (Das y Strasser, 2013).

Temperaturas extremas pueden afectar significantemente el proceso de vida de
todos los organismos. El calentamiento global, resultado del cambio climatico,
deriva en un dafio devastador para la produccion de los cultivos (Ohama et al.,
2017). La temperatura controla el ritmo de los procesos metabolicos de las
plantas, que influye directamente en la produccion de biomasa y rendimiento
(Teixeira et al., 2013). Altas temperaturas ocasionan estrés por calor, esto ademas
de incrementar el riesgo de sequia en los cultivos, limita la tasa fotosintética, y
reduce la intercepcion de la luz lo que promueve una aceleracion en el desarrollo

fenolégico de la planta, principalmente la polinizacion (Teixeira et al., 2013;
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Hatfield y Prueger, 2015; Prasad et al., 2017). Se ha determinado que
temperaturas que oscilan entre 30 y 40°C resultan perjudiciales para un gran
namero de cultivos en etapas reproductivas afectando la viabilidad del polen,
fertilizacion y la formacion de granos y frutos (Prasad et al., 2017; Hatfield y
Prueger, 2015) y en la mayoria de las especies la tasa fotosintética decae cerca
de los 35°C (Redondo-Gémez, 2013).

En cuanto al estrés dado por bajas temperaturas, este ocurre cerca a los 0°C y por
debajo de esta (Redondo-Gémez, 2013). Su efecto o intensidad del estrés
dependera del grado de severidad y la duracion de su exposicion, pues se ha
reportado la presencia de lesiones por bajas temperatura entre los 15 y 0°C,
siendo la etapa de germinacion de una planta la mas susceptible a esta condicion,
con sintomas como lesiones superficiales, deshidratacion, decoloracion y
descomposicion de los tejidos, senescencia acelerada, entre otros (Sharma et al.,
2005).

1.4.2. Estrés bidtico

El estrés bidtico en plantas es ocasionado por organismos vivos, que pueden ser
microorganismos patdégenos, insectos y nematodos herbivoros, asi como otras
plantas (Pye et al.,, 2013). Cabe destacar que este tipo de estrés se encuentra
altamente relacionado con factores abibticos ya que estos pueden influir de
manera importante en el comportamiento, morfologia, abundancia, ciclo de vida y
por lo tanto en su interaccién y susceptibilidad (Chakraborty, 2005; Kissoudi et al.,
2014).

La relacién gue resulta en la interaccion de la planta con algin microorganismo
hogos o bacterias puede ser benéfica, neutra o perjudicial, por lo que es
importante para la planta reconocer y clasificar la interaccion, y asi modular la
respuesta para establecer una relaciébn positiva 0 negativa y desencadenar

mecanismos de defensa (Moénne-Loccoz, 2015).
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Los microorganismos patdogenos que establecen una relacion perjudicial para las
plantas pueden clasificarse en funcién a su forma de nutricion. Los organismos
biotroficos penetran la pared celular, colonizando los espacios intracelulares
utilizando estructuras de alimentacion que permiten la absorcion de nutrientes sin
afectar la membrana plasmatica, empleando mecanismos altamente regulados
que permiten invadir al hospedero impidiendo su deteccion, lo que resulta de un
efectivo balance de factores de virulencia y patogenicidad (Laluk y Mengiste, 2010;
Cao et al., 2011). En contraste, los organismos necrotréficos presentan estrategias
de patogénesis altamente destructivas, que derivan en una extensa necrosis,
maceracion y pudricion de tejidos, gracias a la secrecién de agentes fitotoxicos y
enzimas que degradan la pared celular antes y durante la colonizacion (Laluk y
Mengiste, 2010; De Wit, 2007). Un tercer grupo, son los organismos
hemibiotréficos, los cuales presentan un comportamiento biotréfico y necrotrofico
que depende del estado de su ciclo de vida, asi como de las condiciones

ambientales (Cao et al., 2011).

Los microorganismos necrotréficos son considerados los patdgenos mas
perjudiciales para los cultivos, durante el desarrollo de su enfermedad ocasionan
el mayor impacto econémico en la produccion, por ejemplo, se estiman pérdidas
de hasta 200 millones de ddélares anuales por la infeccion de Sclerotinia
sclerotiorum agente causal del moho blanco y de 10-100 billones de euros anuales

por la infeccion Botrytis cinerea en diferentes cultivos (Laluk y Mengiste, 2010).

Cabe destacar que las plantas tienen la capacidad para reconocer un gran nimero
de patégenos a través de sefiales moleculares asociados con el patdégeno y que
responde con la reprogramacion del sistema de defensa debido al despliegue de
sefales (Anil et al.,, 2014). Interacciones planta-patbgeno se han estudiado
ampliamente en los ultimos afios, describiendo dos tipos de interacciones de
acuerdo a la respuesta inmune que se presenta: la interaccidbn compatible donde
la planta es incapaz de montar una respuesta de defensa eficaz, permitiendo que

el patdgeno se establezca para completar su ciclo de vida; y en la interaccion
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incompatible, la planta desencadena una serie de respuestas de defensa para

prevenir el establecimiento y crecimiento del patégeno (Lodha y Basak, 2012).

El sistema inmune innato en plantas se basa en el uso de receptores de
reconocimiento de proteinas (PRRs, por sus siglas en inglés Protein Recognition
Receptors) para la deteccion de moléculas especificas de patdogenos
denominadas patrones moleculares asociados a patdogenos (PAMPs, por sus
siglas en inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns), esta respuesta de
defensa es llamada inmunidad desencadenada por PAMP (PTI, por sus siglas en
inglés, PAMP-Triggered Immunity (Denancé et al., 2013). Los microorganismos
patdgenos han desarrollado mecanismos capaces de evadir su reconocimiento, al
segregar proteinas efectoras que permiten evadir la respuesta PTI y por lo tanto la
primera linea de defensa en plantas, sin embargo las plantas para defenderse han
desarrollado una linea de defensa secundaria que se activa al reconocer las
proteinas efectoras por proteinas de resistencia que desencadenan una respuesta
de defensa secundaria que culmina en una respuesta de hipersensibilidad
localizada que da lugar a una muerte celular programada, asociada con las
respuesta de defensa inducida que bloquea el crecimiento del patdgeno (De Wit,
2007; Denancé et al., 2013; Anil et al., 2013).

Los microorganismos patégenos son reconocidos como una fuerza que influye en
la estructura, funcion y dindmica en las plantas; y el desencadenar una respuesta
de defensa dispara de manera significativa un incremento en la demanda de una
fuente de esqueletos de carbono y nitrégeno, asi como de ATP (Adenosin
Trifosfato) y NADPH (Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato) para la sintesis
de proteinas y metabolitos relacionados con la defensa, comprometiendo el estado
fisico de la planta por el desvido de recursos para el crecimiento, nutricion y
desarrollo por compuestos de defensa (Figura 6) (Park et al., 2015; Moénne-
Loccoz, 2015).
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Figura 6 Balance de la respuesta inmune y costo de adaptacion del estado fisico de la planta. Tomado y modificado
de Denancé et al., 2013.

1.5.Respuesta de la planta ante el estrés

Las plantas se caracterizan por vivir en ambientes que presentan diferentes tipos
de ambientes (Santino et al., 2013) lo que ha permitido a través de la evolucion
desarrollar mecanismos Unicos y sofisticados en respuesta a diferentes
condiciones de estrés (Macedo, 2012), estos mecanismos se activan en respuesta
a la percepcion de estimulos externos y trabajan en conjunto para disminuir y/o
limitar el dafio ocasionado y facilitar la recuperacion del sistema que ha sido
deteriorado, para que esto sea posible se inducen cambios fisiologicos vy
bioguimicos, asi como en los patrones anatomicos y del desarrollo (Cao et al.,
2011; Huang et al., 2012; Patakas, 2012; Atkinson et al., 2013).

Los mecanismos de sefalizacion desempeiian un papel crucial e indispensable al
actuar como nexo en la union entre la deteccion del factor estresante y en generar
una respuesta fisioldégica y bioquimica apropiada, tomando en cuenta que la
respuesta final conlleva un gran numero de componentes subyacentes de

mecanismos de sefalizacibn que incluyen un alto grado de conectividad y
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complejidad (Verma et al., 2013; Sewelam et al., 2016). Las plantas integran en
todas sus células sistemas de sefializacion de largo alcance, se despliega
mediante una red dindmica no lineal con diversas ramificaciones que presentan un
alto grado de interconectividad, diversos niveles espacio-temporal y comunicacion
cruzada en las diversas vias de transduccion de sefales (Figura 7) (Singh y Virdi,
2013; Sewelam et al., 2016).
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Figura 7 Modelo ilustrativo de la percepcion de diferentes estimulos que pueden activar receptores para dar lugar a
una respuesta. Tomado y modificado de Sewelam et al., 2016.

vias

Las vias de transduccion inician con la percepcion de estimulos de factores
externos por sensores que son proteinas receptoras localizadas en la superficie
celular y que transmiten la sefial a elementos blanco de la cascada de
sefalizacion, estos elementos son mensajeros moleculares que transducen las
seflales incrementando su concentracidn espacio-temporal para una rapida

transmision en forma local y sistémica como el calcio (Ca*"), las especies
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reactivas de oxigeno (ROS), activacion de cinasas y fosfatasas, asi como un
aumento en las concentraciones de fitohormonas (Singh y Virdi, 2013; Nguyen et
al., 2016; Choi et al., 2016, Gilroy et al., 2016). El Ca** es el segundo mensajero
mas estudiado en la transduccion de sefales, pues se ha reportado que al activar
los sensores de calcio estos se pueden unir a elementos en cis en secuencias
promotoras de genes de respuesta al estrés e incluso interactuar con proteinas de
union al DNA para regular la activacion o supresion de esos genes (Singh y Virdi,
2013; Verma et al., 2016).

Las ROS (anién superoxido (O,"), perdxido de hidrogeno (H,0.), radical hidroxilo
(OH"), oxigeno singlete (*O,) presenta un papel dual en la planta, se requieren
para importantes de reacciones de sefializacion, sin embargo, pueden resultar ser
subproductos altamente téxicos (Mittler, 2016). Como moléculas de sefializacion
son versatiles, operan a través de reacciones quimicas con residuos especificos
de proteinas diana que conducen a modificaciones de proteinas covalentes,
cinasas citosdlicas, fosfatasas y desencadenar una amplia gama de cambios
transcripcionales (Foyer y Noctor, 2013; Mignolet-Spruyt et al.,, 2016). Debido a
que presentan diversas propiedades que incluyen diferentes niveles de
reactividad, sitios de produccion y tienen la capacidad de cruzar las membranas
bioldgicas, pueden iniciar e integrarse a las redes de sefalizacion y asi regular un
amplia gama de procesos, como desarrollo, diferenciacion, niveles redox,
sefalizacion por estrés, interaccion con otros organismos, respuestas sistémicas y
muerte celular (Mittler, 2016; Foyer y Noctor, 2013), tomando en cuenta que cada
ROS es capaz de propagar la sefial a través de distintos compartimientos
especificos interconectados, estos eventos, ademas se encuentran estrechamente
relacionados con la respuesta, sefalizacion y sintesis de hormonas (Mignolet-
Spruyt et al., 2016).

Las fitohormonas son elementos clave en la regulacion de las vias de
sefalizacion, se sintetizan en bajas concentraciones y controlan diversos eventos
en todo el ciclo de vida de las plantas que van desde patrones de desarrollo,

identidad, diferenciacion celular, asi como el crecimiento coordinado de varios
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organos reproductivos y la respuesta al estrés (Kohli et al., 2013; Fonseca et al.,
2014). Hasta el momento, se han descrito nueve grupos de fitohormonas que
participan en la respuesta de defensa, tal como las auxinas (AUX), giberelinas
(GA), citocininas (CK), acido abscisico (ABA), etileno (ET), acido salicilico (SA),
jasmonatos (JA), brasinosteroides (BR) y estrigolactonas (SL) (Fonseca et al.,
2014). Diversos estudios se han concentrado en conocer el papel regulatorio que
presentan estas hormonas, pues son fundamentales en diversas vias de
sefalizacion en respuesta al estrés biotico y abidtico, pues se encuentran
altamente relacionadas; generalmente se ha descrito a ABA como responsable de
la defensa en contra del estrés abiotico, debido a que en condiciones ambientales
como sequia, salinidad, frio y calor desencadenan un incremento en las
concentraciones de esta hormona principalmente, en contraste con SA, JAy ET
gue presentan mayor participacion en respuesta al estrés biodtico, pues se ha
reportado un incremento en sus niveles cuando se presenta una infeccion por
patogenos (Verma et al., 2016). Se ha reportado ademas que SA juega un papel
importante en la respuesta de defensa involucrada generalmente en la activacion
de la respuesta de defensa contra patdgenos biotroficos, hemibiotréficos y en el
establecimiento de la respuesta sistémica adquirida (SAR, por sus siglas en inglés
Systemic Acquired Resistance), en contraste con JA/ET las cuales se encuentran
usualmente asociados con la defensa contra patdégenos necrotréficos e insectos
herbivoros, ademas esta via de defensa es mutuamente antagonista con la via SA
y se han reportado interacciones sinérgicas (Bari y Jones, 2009). Cabe destacar
que los mecanismos de respuesta no son exclusivamente de estas hormonas,
recientes estudios proveen evidencia de una amplia comunicacion cruzada entre
ABA, SA, JA, asi como ET y AUX, GA y CK, en la respuesta de defensa (Figura 8)
(Atkinson et al., 2013; Verma et al., 2016).
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Figura 8 Red hormonal de vias de sefalizaciéon y comunicacion cruzada de ABA, SA, JA, ET en respuesta de
defensa en plantas. Tomado y modificado de Verma et al., 2016.

Otro evento importante en el flujo de las vias de sefializacion son las cascadas de
fosforilacién, en donde participan las proteinas cinasas como proteinas cinasas
relacionadas a Snfl (SnRKs, por sus siglas en inglés Snfl-Related Kinases,
proteinas cinasas dependientes de calcio (CPKs, por sus siglas en inglés (Ca?*-
Dependent Protein Kinases) y proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK,
por sus siglas en inglés Mitogen-Activated Protein Kinases) (Prasch y Sonnewald,
2015). Las MAPKs son activadas por mas de un tipo de estrés, ademas de
diferentes fitohormonas, estas proteinas son altamente conservadas,
consideradas componentes reguladores cruciales para la integracion de diferentes
seflales durante la transduccién, asi como en procesos de crecimiento,
diferenciacion, proliferacion, muerte y estrés (Prasch y Sonnewald, 2015; Tuteja et
al., 2007). La cascada MAPK consiste minimamente en un modulo MAPKKK-
MAPKK-MAPKK-MAPK que esta conectado entre receptores y objetivos blanco a

lo largo de las cascada de sefializacién (Nakagami et al., 2005). La activacion es

25



mediada por el receptor de un MAPKKKK que puede ocurrir a través de la
interaccion fisica y/o la fosforilacion, ya sea por el propio receptor, por factores
puente intermedios o por MAPKKKKK interconectados (Nakagami et al., 2005).
Después de la activacion de MAPK desencadena la activacion de factores de
transcripcion en el nacleo y por lo tanto la activacion de genes de respuesta al
estrés (Macedo. 2012).

Después, la integracion de la sefial en la red de regulacién es dictada por factores
de transcripcion y proteinas co-reguladoras asociadas a los complejos
transcripcionales, los cuales trabajan en conjunto para decodificar la informacion
de varias maneras que dan lugar a diversos cambios transcripcionales. Esta
reprogramacion transcripcional en la célula involucra grandes cambios en la
expresion de genes a favor de la defensa sobre otros procesos celulares como

crecimiento y desarrollo (Buscalill y Rivas, 2014; Tsuda y Somssich, 2015).

1.6. Factores de transcripcion

Los factores de transcripcion (FT) son proteinas reguladoras que juegan un papel
importante en la transduccion de sefales ya que modulan la expresion mediante la
activacion o represion de genes especificos a partir de su interaccion con sitios de
unién en el ADN (Acido Desoxirribonucleico) en regiones de accién en cis, como
las secuencias promotoras o potenciadoras (enhancers), para el control de la
expresion de sus genes blanco, ademas de regular la interaccion de diferentes
vias de sefializacién en respuesta a procesos biolégicos y su adaptaciéon con el
medio ambiente, jugando un papel importante en convertir las sefiales inducidas

en respuestas celulares (Singh y Laxmi, 2015; Inukai et al., 2017; Xu et al., 2011).

Los FT regulan la transcripcion de genes involucrados en todas las funciones
celulares, lo que significa que tiene un gran impacto en procesos de desarrollo,
funciones fisiolégicas, respuestas ambientales por la regulacibn de genes de
respuesta al estrés, asi como en trayectorias evolutivas de las especies de

plantas, lo que los convierte en componentes centrales de un conjunto de
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herramientas genéticas que contribuyen a la evolucion morfoldgica, desarrollo y
defensa de las plantas (Lehti-Shiu et al., 2016).

Los FT son muy diversos y usualmente se han clasificado en familias que
dependen de sus caracteristicas estructurales y basados en motivos conservados
nombrados dominios de unién al ADN (DBD, por sus siglas en inglés DNA-Binding
Domains) (Liu et al., 1999). Los FT pueden modificar la expresion de genes al
influir en la iniciacion de la transcripcion potenciando o inhibiendo el reclutamiento
de complejo de la RNA polimerasa Il al ndcleo promotor por interacciones directas
con el complejo o indirectas con los co-reguladores (Figura 9) (Lehti-Shiu et al.,
2016).
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En genomas de plantas se sabe que aproximadamente el 7% de las secuencias

codificantes estan asignados para FT y la mayoria de estos son genes que se
inducen en respuesta a diversas condiciones de estrés (Lindemose et al., 2013).
Las principales familias de TFs que se encuentran relacionados en la regulaciéon
de la respuesta a diversas condiciones de estrés son: WRKY (llamados asi por su
DBD, una secuencia WRKYGQK), bZIP (basic Leucine Zipper), NAC
(NAM/ATAF/CUC), MYB, DbHLH (basic Helix-Loop-Helix), y AP2/ERF
(Apetala2/Ethylene Response Factor, por sus siglas en inglés) (FiguralO)
(Chakravarthy et al., 2003; Lindemose et al., 2013; Wang et al., 2016).
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1.6.1. Factores de transcripcion AP2/ERF

La familia AP2/ERF de factores de transcripcion se caracteriza por la presencia de
un dominio AP2/ERF de uniébn al DNA de 60 aminoacidos que interactia
directamente con elementos de accidn en cis que se encuentran en las secuencias
promotoras de genes blanco, como las cajas GCC (AGCCGCC) y/o DRE/CRT
(Dehydration-Responsive Element/C-Repeat Element) (RCCGCC) (Xu et al., 2011,
Gu et al, 2017). La caracterizacion de esta familia por su dominio AP2 ha
mostrado su origen por la transferencia horizontal de una endonucleasa bacteriana

o viral en la planta en un proceso de transposicion y duplicacion de genes, que dio
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origen a esta familia de factores de transcripcion (Magnani et al., 2004), por lo que
se ha supuesto que un amplio grupo de miembros con una sola copia del dominio

AP2 carecen de intrones (Nakano et al., 2006).

Este dominio AP2/ERF contiene dos elementos conservados, el primero
denominado YRG que se encuentra cerca de la regién N-terminal del dominio que
incluye cerca de 20 aminoacidos de naturaleza béasica y que esta involucrado en la
actividad de union al DNA; el segundo elemento RAYD se localiza en la region C-
terminal de aproximadamente 40 aminoacidos y ademas contiene una region
“core” de 18 aminoacidos que forma una region anfipatica a-hélice que se ha
supuesto tiene una papel crucial en las interacciones proteina-proteina (Rehman 'y
Mahmood, 2015). Su activacion se basa en eventos de fosforilacion por cinasas,
las cuales modifican diferentes sustratos, lo que resulta en un cambio funcional de
las proteinas blanco al modificar su actividad, localizacién celular o asociacion con

otras proteinas (Phukan et al., 2017).

La familia AP2/ERF se ha dividido en cinco subfamilias, AP2 (APETALA2), DREB
(Dehydration-Responsive Element Binding Protein), ERF (Ethylene Responsive
Factor), RAV (Related to Abscisic acid insensitive3/Viviparousl) y otros (Soloits),
basada en el numero y similitud del dominio AP2 de unién al ADN (Sakuma et al.,
2002). La subfamilia AP2 se caracteriza por contener dos dominios de unién
AP2/ERF, y ademas se ha subdividido en dos grupos monofiléticos: AP2 y ANT
(AINTEGUMENTA), los cuales estan involucrados en la regulacion del desarrollo
en 6rganos vegetativos y reproductivos mediante el control del crecimiento y
namero de células (Shigyo et al., 2006), ademas de participar en respuesta al
estrés abidtico, como sequia (Li et al., 2011). Miembros de la subfamilia RAV se
caracteriza por presentar dos dominios de union al ADN, un domino AP2/ERF en
la regién C-terminal y un dominio B3 en la region N-terminal (Xu et al., 2011),
actua como un regulador negativo en el desarrollo de plantas y es importante para
la mediacion de las respuestas al estrés bidtico y abiotico (Chen et al., 2016). Las
subfamilias DREB y ERF contiene un solo dominio AP2/ERF de union al ADN,

este dominio presenta dos residuos de aminoacidos altamente conservados y el
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dominio es crucial para reconocimiento de la secuencia de union, en el caso de los
miembros de las subfamilia DREB, estos residuos son valina en la posicion 14 y
acido glutdmico en la posicion 19, a diferencia de la subfamilia ERF los residuos
son adenina en la posicion 14 y acido aspartico en la posicién 19, lo que implica
un divergencia funcional entre ambas familias (Rehman y Mahmood, 2015). Cabe
destacar que el dominio tiene un papel crucial en la regulacion de la respuesta al
estrés bidtico y abidtico, asi como en el desarrollo de la planta y por lo que la
desregularizacion de su expresion puede ocasionar efectos pleiotropicos como
disminucién en el tamafio de las células, biomasa de la planta, elongacion del
hipocatilo, asi como la fertilidad (Xu et al., 2011; Dietz et al., 2010).

1.6.2. Factores de transcripcion ERF

La subfamilia de proteinas de FT ERF regula la expresion de genes de respuesta
al estrés biotico y abidtico lo que indica una comunicacion cruzada en las vias de
transduccion de sefales (Rehman y Mahmood, 2015). Las proteinas ERF pueden
unirse a elementos cis como la caja GCC situada en secuencias promotoras de
genes blanco, sin embargo, estudios recientes sugieren que esta afinidad de unién
también puede depender del entorno de los nucleotidos del motivo GCC, asi como
de la naturaleza de algunos residuos de aminoacidos dentro del dominio de unién
(Pirrello et al.,, 2012). La caracterizaciéon de esta caja GCC (AGCCGCC) ha
demostrado que G2, G5 y C7 son esenciales para la union de los factores ERF
(Magnani et al., 2004).

Los ERF operan especificamente en tejidos vegetativos y érganos reproductivos,
ademas son esenciales en la via de sefalizacion por etileno (Et), al ser
considerados los ultimos componentes de la via en modular la trascripcién de
genes de respuesta a Et, sin embargo se ha observado que estos factores ERF
pueden ser regulados por otras fitohormonas como ABA,SA, JA y AUX, lo que
refuerza su potencial contribucion en la comunicacion cruzada en las vias de
sefalizacion (Xu et al., 2011; Pirrello et al., 2012; Gutterson y Reuber, 2004).
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En Arabidopsis se han descrito 147 miembros de la familia AP2/ERF, con 122
miembros que pertenecen a la familia ERF, donde la mayoria de estos carecen de
intrones y solo cuatro miembros los tienen (Nakano et al., 2006). En tomate
(Solanum lycopersicum) se han caracterizado 146 miembros de la familia
AP2/ERF, de los cuales 77 pertenecen a la subfamilia ERF y la mayor parte de
estos carecen de intrones (59 de 77), presentan una sefial de localizacién nuclear
canonica, ademas estas proteinas no solo actian como activadores o represores,
sino que también pueden ser neutrales en los promotores sensibles a Et (Pirrello
et al.,, 2012). Los factores ERF en tomate han sido organizados dentro de 9
subclases (10 subclases (A-J) en Arabidopsis) definidas por sus caracteristicas
estructurales; domino AP2, motivos distintivos aminoacidos especificos, asi como
en el analisis funcional de su actividad transcripcional en la habilidad de activacién

o represion de genes (Pirrello et al., 2012; Nakano et al., 2006).

Las proteinas ERF estan presentes en todo el reino vegetal y sus implicaciones
funcionales abarca una amplia gama de procesos que incluyen la transduccién de
sefiales hormonales, regulacion de vias metabdlicas y procesos de desarrollo
como formacion y maduracion de fruto (Pirrello et al., 2012; Liu et al., 2016),
germinacién, senescencia (Gu et al., 2017), asi como en respuesta al estrés
biético y abidtico, pues se ha demostrado que algunos ERF no solo se unen a la
caja GCC sino que tienen la capacidad de unirse a la caja DRE/CTR (Licausi et
al., 2013; Xu et al., 2008).

En cuanto al estrés bidtico se ha demostrado que los factores ERF1 y ERF2
inducen la expresion de genes como b-CHI y PDF1 en Arabidopsis e incrementa la
resistencia a la infeccion por el patdgeno Fusarium oxysporum (Berrocal-Lobo y
Molina, 2004; McGrath et al., 2005), la proteina Pti4 de tomate regula la expresién
de genes como PDF1.2 que es regulado por la via de Et, mientras que PR2, PR3,
PR4 y GST1 son genes de respuesta a la via SA, esta induccion de genes
promueve la tolerancia a organismos biotréficos con el hongo Erysiphe y la
bacteria Pseudomonas en plantas de Arabidopsis (Gu et al., 2002), ERF5/6 regula

positivamente genes como PDF1.1 y PDF1.2a los cuales promueven la resistencia
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en Arabidopsis durante la infeccion de Botrytis cinerea (Moffat et al., 2012), ERF1
de Artemisa annua regula la transcripcion de b-CHI y PDF1.2 e incrementa la
resistencia durante la infeccion de B. cinerea en A. annua y Arabidopsis (Lu et al.,
2013),

En respuesta al estrés abidtico ERF1 de tomate activa la expresion de genes
como LEA, P5CS, DREB3-1y Itpg2 y promueve la tolerancia al estrés salino (Lu et
al., 2011), ERF.B.3 en tomate regula la expresion de genes como CI7 y Hsp21l e
induce una respuesta en condiciones de estrés por frio, calor e inundacion en
tomate (Klay et al., 2014), RAP2.2 y RAP2.12 son activadores de genes de
respuesta a hipoxia, los cuales codifican para enzimas involucradas en el
metabolismo de sacarosa, fermentacion anaerobia (ADH y PDC), regulacion de
ROS en Arabidopsis (Gasch et al., 2016).

1.6.3. Factores de transcripcion como herramientas biotecnoldgicas

La participacion que juegan los factores ERF en diferentes condiciones de estrés
resulta de gran importancia para el desarrollo de estrategia que permitan la
proteccion de los cultivos ante condiciones adversas, se sabe que el rendimiento
de los cultivos esta fuertemente afectado por los distintos tipos de estrés y por lo
tanto es necesario contar con variedades de cultivos que sean capaces de
contender contra las condiciones adversas en las que crecen y se desarrolla sin
limitar su rendimiento. Para esto, es necesario aprovechar el conocimiento que se
ha generado por décadas en cuanto a cémo responden las plantas ante
condiciones de estrés y desarrollar mediante ingenieria genética, variedades
resistentes. Los factores de transcripcion ERF como se ha mencionado
anteriormente, tienen un papel regulatorio muy importante en el crecimiento,
desarrollo y tolerancia al estrés biético y abiotico, muchos ERF son inducidos por
SA, JAy Et, lo que indica que los ERF pueden coordinar e integrar las diferentes
vias de sefalizacion para modular la repuesta de defensa, por lo que pueden ser
puntos clave para el estudio y desarrollo de variedades con rasgos especificos con

la tolerancia e inclusive obtencién de mayor rendimiento.
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Varios ERF han sido incorporados a los cultivos, mostrando un mejoramiento en la
tolerancia a estrés biodtico y abidtico. Estudios de sobreexpresion de ERF en
plantas transgénicas y su tolerancia al estrés abiético ha sido evaluado por Gao et
al., 2008 en el cual demuestran que el factor ERF1 de la planta de tabaco,
sobreexpresado en plantas transgénicas de arroz resultd en un incremento en la
tolerancia al estrés por sequia y alta salinidad, atribuyendo dicho resultado a un
aumento en el contenido de prolina y una disminucion en la perdida de agua. La
sobreexpresion de ERF3 de soya en plantas transgénicas de tabaco, promueve la
tolerancia a estrés por deshidratacion y salinidad, aumentando los niveles de
prolina y carbohidratos solubles, ademas de promover la transcripcion de genes
como PR1, PR2, PR4, osmotina y SAR8.2 (Zhang et al., 2009). En plantas
transgénicas de tomate que sobreexpresan el factor ERF1 promueven la
tolerancia al estrés salino durante el desarrollo de las raices y la plantula, esto por
mayor contenido relativo de agua, menor contenido de malondialdehido (MDA)
uno de los compuesto que se produce como resultado de la peroxidacién de
lipidos, asi como menor perdida de electrolitos (Lu et al., 2011) y de acuerdo con
los estudios de Pan et al., en el 2012; la sobreexpresion del factor ERF5 resultd en
una elevada tolerancia a estrés salino y sequia en tomate. Asi mismo se ha
observado que la sobreexpresion del factor ERF3 en trigo, promueve la tolerancia
a estrés salino y sequia, obteniendo un aumento considerable en los niveles de
prolina y clorofila y una disminucién en el contenido de H,O, y reducciéon en los
niveles de conductancia estomética (Rong et al., 2014). En cuanto la
sobreexpresion del factor inducido por patégenos ERF1 de trigo (TaPIEl)
promueve la tolerancia al estrés por frio debido a una reduccién significativa de la
fuga de electrolitos, peroxido de hidrogeno y un aumento en la acumulacion de
prolina y azucares solubles (Zhu et al., 2014). En un trabajo reciente se observé
que la sobreexpresion de OsEREBP1 en arroz promueve la tolerancia al estrés
bidtico causado por Xanthomonas oryzae pv. oryzae, y estrés por sequia; como
resultado de un incremento en la expresidbn de genes relacionados con el
metabolismo de lipidos y genes relacionados con la biosintesis de jasmonatos,

acido abscisico y genes PR (Jisha et al., 2015).
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En cuanto al estudio de los factores de transcripcion de respuesta a etileno y su
papel ante estrés biotico se conoce que, la sobreexpresion del factor ERF1 en
plantas transgénicas de Arabidopsis, confiere resistencia a hongos tales como,
Botrytis cinerea, Plectosphaerella cucumerina, Alternaria brassicicola, Pythium
spp, Rhizoctonia solani, Septoria glycines, Fusarium oxysporum y a bacterias
como Erwinia carotovora y Pseudomonas syringae, (Berrocal-Lobo et al., 2002;
Lorenzo et al., 2003; Berrocal-Lobo y Molina, 2004), el factor de transcripcion
ERF3 de soya y de tomate sobreexpresado en plantas transgénicas de tabaco y
arroz promovioé la tolerancia al estrés salino y la activacion de genes de defensa
relacionados con la patogénesis (Wang et al., 2004), mejoré la resistencia en
contra de la infeccion de la bacteria Ralstonia solanacearum, el hongo Alternaria
alternata y el virus del mosaico de tabaco, ademas de otorgarle tolerancia a estrés
salino y a la deshidratacion (Zhang et al., 2009), tolerancia a estrés por sequia y
osmoético (Zhang et al., 2010). En cuanto al factor ERF5 de tomate
sobreexpresado en tomate resultdé en una alta tolerancia a el estrés salino y
sequia (Pan et al., 2012) y en Arabidopsis incrementa la resistencia contra el
hongo B. cinerea (Moffat et al.,, 2012). La sobreexpresion de TaPIE1 en trigo
aumenta la resistencia al patdgeno Rhizoctonia cerealis, aumentado la expresiéon
de genes como Hval, DHN3, ADH, POX2, PR10, DFS, CHI2 y WAKL22 (Zhu et
al., 2014). Aunque existe un gran numero de estudios relacionados con estos
factores de trascripcion (Ofate-Sanchez et al., 2007; Tian et al., 2011; Chen et al.,
2012; Maruyama et al., 2013) la mayoria en respuesta al estrés abibtico, la
sobreexpresion de estos factores resulta ser una opcion en las estrategias de

control para distintos tipos de estrés.

El uso potencial que presenta la sobreexpresion de FT en el campo agricola
resulta ser una estrategia para el mantenimiento y tolerancia a distintos factores
estresantes de gran interés, ademas de ser una herramienta de estudio de los
mecanismos moleculares que se llevan a cabo en la planta para hacerle frente a
los distintos tipos de estrés. Tomando en cuenta que las condiciones ambientales
actuales, resultan ser un problema que revela las necesidades de cambiar las

formas de control en la produccion agricola, ya que éstas contribuyen a la
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desertificacion de los suelos y la generacion de patdégenos resistentes. Por lo que,
los organismos genéticamente modificados (OGM) se han propuesto como una
herramienta para mejorar la produccion a nivel mundial y el establecimiento de

una agricultura sustentable (Speiser et al., 2012).

Por esta razdn, la explotacion del conocimiento en los mecanismos de resistencia
de las plantas, asi como la generacion de variedades tolerantes resultan ser una
alternativa de control para la produccion de cultivos agricolas. Por lo tanto, con los
antecedentes descritos anteriormente, se pretende evaluar la sobreexpresion de
diversos factores de transcripcion de respuesta a etileno pertenecientes a la
familia AP2/ERF(ERF1, ERF3b, ERF5 y Pti4) en plantas transgénicas de tomate y
la tolerancia a diferentes tipos de estrés abidtico como sequia y salinidad, asi
como su tolerancia contra Botrytis cinerea, hongo necrotrofico, capaz de manipular
los mecanismos de resistencia de una gran variedad de plantas, entre ellas el
tomate, aprovechando esta manipulacion de vias de sefalizacion para su

establecimiento y desarrollo de la enfermedad.
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2. Justificacion

México ocupa el segundo lugar de exportacion mundial de tomate, su importancia
del cultivo reside en la aportacién de divisas y en la generacién de empleos en
cada una de las fases de la cadena agroalimentaria en el pais, ademas de ser una
hortaliza con propiedades nutricionales de gran interés. Los principales problemas
que enfrenta la produccion de tomate, asi como cualquier otro cultivo, es debido a
condiciones ambientales adversas que ponen a prueba el crecimiento, desarrollo y
produccion é6ptima de los cultivos. Estas condiciones estan dadas por diferentes
factores bioticos y abidticos que ocasionan una reprogramacion en el metabolismo

de la planta y en consecuencia una disminucién del vigor de la planta.

Los factores abibticos son los que ocasionan mayores pérdidas en el rendimiento
de los cultivos lo que se traduce en pérdidas econdmicas importantes a nivel
mundial, sin embargo, las plantas no solo se enfrentan a este tipo de condiciones
sino también estan en contacto continuo con microorganismos tanto benéficos
como perjudiciales. Las enfermedades causadas por fitopatbgenos mantienen un
gran interés en la produccioén agricola ya que al igual que las condiciones abidticas
no solo generan pérdidas importantes sino también tienen un impacto ecolégico
significativo, ya que para su control se hace un uso excesivo de agroquimicos que
ademas de incrementar los costos de produccion, generan cepas resistentes y
ocasionan dafios al medio ambiente, por lo que actualmente se buscan

alternativas que contrarresten dichos efectos.

Una de las alternativas propuestas para el control de enfermedades agricolas, asi
como para la tolerancia a distintos tipos de estrés es la transformacion genética de
plantas de la cual se han obtenido resultados importantes y alentadores en el
control de plagas, enfermedades e inclusive en la tolerancia al estrés provocado
por factores abioticos. Una estrategia importante en la transformacion genética de
plantas es la sobreexpresion de genes involucrados en los mecanismos de
defensa y tolerancia, que estén implicados directamente en conferir una
disminucion al dafio ocasionado por microorganismos patdogenos, estrés salino,

hidrico entre otros. Por esta razon, se pretende evaluar el efecto de la
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sobreexpresion de diversos factores de transcripcion como ERF1, ERF3b, ERF5y
Pti4 en plantas de tomate transgénicas en el control del hongo Botrytis cinerea, el
cual es considerado como un fitopatbgeno de importancia econdémica a nivel
mundial, asi como también a diversos factores abidticos que provocan estrés en la

planta como sequia y salinidad.

3. Hipotesis

La sobreexpresion de cada uno de los factores de transcripcion ERF (ERF1,
ERF3b, ERF5 y Pti4) en plantas transgénicas de tomate, promovera su tolerancia
ante al estrés ocasionado por sequia y salinidad, asi como al ataque por el hongo

Botrytis cinerea.

4. Objetivo general

Evaluar el efecto de la sobreexpresion de ERF1, ERF3b, ERF5 y Pti4 en
diferentes lineas transgénicas de tomate, en condiciones de estrés por sequia y
salinidad, asi como en la infeccién por patégenos.

4.1.Objetivos especificos

I.  Obtener plantas transgénicas de Solanum lycopersicum sobreexpresantes
de los factores ERF1, ERF3b, ERF5 y Pti4.
Il.  Demostrar la transformacion genética y la funcionalidad de los transgenes
en las lineas transgénicas de tomate.
[ll.  Evaluar la susceptibilidad a infeccion por B. cinerea.
IV. Evaluar la tolerancia de las plantas transgénicas de tomate en condiciones

de estrés por sequia y salinidad.
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5. Materiales y Métodos
5.1. Material

Semillas de Solanum lycopersicum cv. Ailsa Craig fueron desinfectadas con
hipoclorito de sodio al 50% por 10 minutos en agitacion, seguido de tres lavados
con agua destilada estéril, las semillas estériles se germinaron en cajas Petri con
medio de cultivo Murashige and Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962),
suplementado con 30g/L de sacarosa y 3g/L de agar (GELLAN-Phytotechnology

laboratories) en condiciones de fotoperiodo 16h luz/8h oscuridad de 25°C +/- 2.

5.2. Analisis de expresion de los factores ERF1, ERF3b y ERF5 en planta

silvestre

Plantas silvestres (WT) de dos semanas de edad se trataron en diferentes
condiciones para evaluar cambios en los niveles de expresion de los genes ERF5,
ERF3b y ERF1 en respuesta a la condicién establecida. Se emplearon 10 plantas
para cada tratamiento, en el primer tratamiento se colocaron las plantas en un flujo
de aire continuo para acelerar la deshidratacién, un segundo grupo de plantas se
colocaron en una solucibn de NaCl 50mM (concentracidbn que inhibe la
germinacion de semillas de tomate) y un tercer grupo de plantas se asperjaron con
una solucién de trehalosa 10mM, de cada grupo de plantas se tom6 muestra a los
0, 15, 30, 60, 120 y 180min, se colocaron en nitrdgeno liquido para su posterior

extraccidn de RNA total y la sintesis de cDNA para su analisis en tiempo real.

5.3.Construccion de plasmidos

A partir de las secuencias codificantes de los factores de transcripcion ERF1
(AY192367), ERF3b (AY559314), ERF5 (AY559315) y Pti4 (U89255) depositadas
en la base de datos de GeneBank del National Center for Biotechnology (NCBI)
(Anexo 10.1), se disefaron oligonucledtidos especificos flanqueados con sitios
para las enzimas de restriccion Xbal/Kpnl para ERF1, ERF3b y Pti4; BamHI/Kpnl
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para ERF5 (Tabla 2), los cuales permitieron la amplificacion por PCR de los

factores a partir de DNA genomico. Las condiciones de amplificacion fueron:

desnaturalizacion inicial 95°C por 3min; 35 ciclos a 95°C por 45s, alineamiento

65°C por 45s, extension 72°C por 1min y extension final 72°C por 5min para

ERF3b y el factor ERF5 se amplificé con una temperatura de alineamiento de

60°C.

Tabla 2. Secuencia especifica de oligonucleétidos
Genes Oligonucledtidos: 5 —»3°
F: GCT CTA GAA TG TAT CAACTT CCC ACTTC
ERF1
R: GGG GTACCC TTAGCT CCATATTTT AAC TAACC
F: GCT CTA GAATGG CAATGG TGAATT TAAATG G
ERF3b
R: GGG GTACCT CACATG TTT TCC GGT GGA GG
F: CGG GAT CCATGG GTT CTC CAC AAG AGA C
ERF5
R: GGG GTA CCT TAT ATC ATAACAAGCTGA G
F: GCT CTA GAA TGG ATC AAC AGT TAC CAC CG
Pti4
R: GGG GTA CCT AAATGA CCA ATA GTT GAT GG
F: GAA CAA GAT GGATTG CAC GC
NPT Il
R: GAA GAA CTC GTC AAG AAG GC
AMV F: CTT TCA AAT ACT TCC ACC ATG G
F: GCT CTA GAATGT ATC AACTTCCCACTTC
gERF1
R: CGG CGT CCATCC GAT ACT A
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F: CTT TCG ATACTG CGG AGG AG

gERF3b
R: CCA TAA CCG GAC TCG ATG AC
F: ATC CAT GGG TTC TCC ACA AG
gERF5
R: AAC ATG TCG TTT TGC CTC AA
EFla F: TGA TCA AGC CTG GTATGG TTG T

(Giorno et al., 2010) |R: TGG GTC ATC CTT GGA GTT

APX F: GTT GAA GGT CGC TTG CCG

(Murshed et al., 2014) | R: CCA AGG TAT GGG CAC CAG

P5CS F: CAG GAG CTT AAT TCG CAA GG

(Sangu et al., 2015) | R: ACC AGA GGC TGA GCT GAT GT

Letras en cursiva en la secuencia de nucleétidos representa el sitio de restriccion.

F: Forward, R: Reverse representan el sentido de los oligonucleétidos.

Los productos de PCR de ERF1 ERF3b, Pti4 y ERF5 se purificaron empleando el
estuche comercial Qiaquick PCR purification kit Qiagenll y ligaron en los vectores
de clonacién pJET1.2/blunt (CloneJET™ PCR Cloning Kit) para ERF1 ERF3b, Pti4
y pTZ57R/T (Thermo Scientific InsTAclone PCR Cloning Kit) para ERF5
transformados en Escherichia coli DH5a. A partir de DNA plasmidico se realizé un
analisis de restriccion con las enzimas especificas, empleando Xbal-Kpnl para
ERF1 ERF3b, Pti4, y para ERF5, BamHI-Kpnl para la liberacién del fragmento de
interés. Posteriormente los productos génicos se purificaron con el Kit de
purificacion de Qiagen® y se enviaron a la unidad de secuenciacion del IBT-UNAM
(Cuernavaca, Morelos). Al confirmar la secuencia correcta de cada factor los
fragmentos de la restriccion Xbal-Kpnl y BamHI-Kpnl correspondiente a cada

factor, fueron movilizados al vector de transformacién p2x35S-Nos dirigidos por el
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promotor doble constitutivo 35S-35S y un potenciador transcripcional AMV, estos
plasmidos se movilizaron por electroporacion (1800V-5s) a la cepa de
Agrobacterium tumefaciens LBA4404, nuevamente se confirmd por restriccion
empleando la digestion de los pldsmidos con EcoR1 para 2x35S-ERF1 y 2x35S-
Pti4, Bglll para 2x35S-ERF3b, Hindlll para 2x35S-ERF5, ademés de liberar el
producto de cada factor para la seleccion correcta de la clona para su posterior

uso en la transformacion genética de cotiledones de tomate.

5.4. Andlisis filogenético

A partir de las secuencias de los factores de transcripcion ERF que fueron
obtenidas de la Unidad de secuenciacion, estas se compararon con secuencias
depositadas en la base de datos Genbank y se realiz6 un analisis filogenético
empleando el método de Neighbor-Joining (N-J) con base a su secuencia
nucleotidica y se compararon con otros factores de transcripcion ERF mismos de
Solanum lycopersicum, asi como factores ERF de Arabidopsis con ayuda del
programa MEGAX (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, por sus siglas en
inglés) (Saitou y Nei, 1987; Tamura et al., 2004; Kumar et al.,, 2018). Se
emplearon 99 secuencias nucleotidicas de las cuales se eliminaron posiciones

ambiguas para cada par de secuencias.

5.5. Transformacion genética de tomate

La transformacion genética de tomate se llevé a cabo a partir de explantes de
cotiledones de siete dias después de la germinacién de acuerdo con el método
descrito por Cortina y Culidfiez-Macia (2004; 2005) (Anexo10.4) los cotiledones
fueron sometidos a un proceso de organogénesis y seleccion de lineas

transformadas resistentes al marcador de Kanamicina.

Cotiledones de ocho dias después de la germinacion se seccionaron formando un

rectangulo, los explantes se colocaron en cajas de Petri en un medio de pre-cultivo
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PM (Tabla 3) y se incubaron 2 dias a 25°C. Posteriormente los explantes se
removieron de las placas de pre-incubacibn y se co-cultivaron en una
agrosuspension (ODg20=0.2) para la infeccion bacteriana durante 15 minutos,
después fueron removidos de la suspension se pasaron sobre papel filtro para
eliminar el exceso de bacterias y colocados en nuevamente en placas de pre-
incubacion en posicion abaxial hacia abajo en contacto con el medio de cultivo PM
adicionado con acetosiringona, se co-cultivaron por 2 dias en condiciones de
fotoperiodo 16h luz/8h oscuridad una temperatura de 25°C*/. 2°C para permitir la
transformacion genética. Después, los explantes fueron transferidos a placas con
medio RM, el cual contiene cefotaxima para eliminar el crecimiento bacteriano de
A. tumefaciens y Kanamicina para el inicio de seleccion de explantes
transformados. Los explantes permanecieron en el medio RM hasta la aparicion
de brotes. Brotes individuales de ~2cm de cada explantes fueron transferidos en
medio RTM con para inducir la formacion de raices de las plantas transformadas,
las cuales después de un mes fueron transferidas a sustrato y macetas. Las lineas
transgénicas (LT) obtenidas se segregaron hasta su linea homéciga, donde se

llevaron a cabo las pruebas experimentales.

Tabla 3. Medios de cultivo para la transformaciéon genética de tomate

Componentes PM RM RT

Sales Murashige y
Skoog (MS) 4.4g/L 4.4¢g/L 4.4¢g/L

Vitaminas (MS) 1000X ImL/L ImL/L ImL/L

6-Bencilaminopurina

(BA) 1mg/L - -
a-Acido
Naftalenaceético 1mg/L -- -
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Acido Indolacético -- 0.5mg/L --
Zeatina -- 1mg/L --
Tiamina -- 0.1mg/L --

Sacarosa 30g/L 30g/L 30g/L
pH 5.7 5.7 5.7
Agar 8g/L 8g/L 8g/L
Cefotaxima - 200mg/L 200mg/L
Kanamicina -- 100mg/L 100mg/L

PM: Medio de pre-cultivo, RM: Medio de seleccion, RTM: Medio de enraizamiento

*acetosiringona (200uM) se adiciona en medio PM después de la infeccion.

5.6.Extraccion de ADN

La extraccién de ADN se realizé de acuerdo con el método de CTAB (Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio) (Allen et al., 2006). A partir de 200 mg de tejido vegetal
se homogenizaron con 500uL de solucion buffer de CTAB, se incubd durante
15min a 55°C, en seguida se centrifugd a 12000rpm por 5min, después se
transfiri6 el sobrenadante a un tubo nuevo y se le adicionaron 250uL de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se mezcld por inversion. Posteriormente la
mezcla se centrifugé a 13 000rpm durante 2min, nuevamente la fase acuosa se
transfirié a un nuevo tubo al cual se le afiadié 50uL de acetato de amonio (7.5M)
seguido de 500uL de etanol absoluto frio, y se mezclé lentamente por inversion
hasta precipitar el ADN, en este paso las muestras pueden almacenarse hasta 1lh
a -20°C. Consecutivamente se centrifugaron a 13 000rpm durante 1min,
posteriormente se elimind el sobrenadante y se lavo la pastilla de ADN 3 veces
con 500uL de etanol frio al 70% y centrifugando a 13 000 rpm durante 1 min y

eliminando el sobrenadante. Finalmente se dejé secar la pastilla de ADN durante
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15 min y se re-suspendio en 50uL de TE-RNAsa (10ug/mL). Las muestras de ADN
se incubaron a 65°C durante 20min y finalmente almacenadas a -20°C hasta su
utilizacion en las reacciones de PCR.

Para corroborar la integridad del ADN asi como el tamafio de los productos se
empled gel de agarosa 1%, 1.5 y 2% (de acuerdo con el tamafio esperado) en
100mL de una solucion buffer de TAE (1X), adicionado con 2.5uL de bromuro de
etidio (10mg/mL).

5.7. Analisis molecular de plantas de tomate

A partir de ADN gendmico de tejido fresco de hoja de plantas de tomate silvestre
(WT) y lineas transgénicas ERF3b y ERF5 se verifico la insercion del gen NPTII de
resistencia a Kanamicina y de los genes que codifican para los factores ERF3b y
ERF5 utilizado un oligonucle6tido especifico que se anclan en la region del
enhancer transcripcional AMV (Foward) y otros oligonucleétidos especificos
(Reverse) para cada uno de los factores con el fin de diferencias los genes
enddgenos de la planta con respecto a los del transgen (tabla 2). Las condiciones
de amplificacion para NPTII fueron: desnaturalizacién inicial a 94°C por 5min, 35
ciclos a 94°C por 45s, alineamiento 57°C por 45s, extension 72°C por 1min y
extension final 72°C por 5min. Las condiciones de amplificacion para la fusion
AMV-ERF fueron: desnaturalizacion inicial a 95°C por 5min, 35 ciclos a 95°C por
45s, alineamiento a 61°C por 45s, y extension a 72°C por 1min y extension final a
72°C por 5min.

5.8. Extracciéon de ARN y sintesis de cDNA

Se realizd la extraccion de ARN total de cada muestra utilizando el reactivo
TRIZOL vy siguiendo el protocolo de fabricante (Invitrogen-Thermo Fisher
Scientific) en cinco fases. 1) Homogenizacion: Se pulverizaron ~100mg de

material vegetal con nitrdgeno liquido. Se homogenizo el material vegetal con 1mL
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de Trizol y se incub6 a temperatura ambiente de 2-3 minutos. Se centrifugo la
muestra por 10 min a 12 000rpm a 4°C, se transfirio la fase acuosa a un nuevo
tubo eppendorf. 2) Separacion: Se adicion6 200uL de cloroformo y se agitd
vigorosamente por 15 segundos y se incubo a temperatura ambiente durante
3min. Se centrifugd la muestra por 15 min a 12 000rpm a 4°C, se transfirio la fase
acuosa a un nuevo tubo eppendorf. 3) Precipitacion: Se adicionaron 500uL de
isopropanol, se agité y se incubaron las muestras a temperatura ambiente por 10
min, después se centrifugaron por 10 min a 12 000rpm a 4°C. 4) Lavado: Se
eliminé el sobrenadante, y el pellet de ARN se lavd con 1mL de etanol al 75%,
posteriormente la muestra se agité por vortex y se centrifug6 por 5 min a 7 500rpm
a 4°C. 5) Resuspension: se dejo secar el pellet de RNA en un flujo de aire de 5-
10 min, finalmente se disolvio el pellet en 20uL en agua libre de RNasas (DEPC),
se incubaron las muestras por 10min a 55°C y se almaceno6 a -80°C hasta su

procesamiento.

Después de obtener el ARN, se realizdé un tratamiento para eliminar cualquier
producto de ADN gendmico en la muestra. A partir de una alicuota de 2ug de ARN
se realiz6 un tratamiento con DNasa | (Invitrogen-Thermo Fisher Scientific),
adicionando 1puL de Buffer 10X adicionado con MgCl,, 0.5uL de DNasa I, y
ajustando hasta 10uL con agua tratada con DEPC. Se incubaron las muestras a
37°C por 30 min, posteriormente se adicion6 1uL de EDTA (50mM) y se incubaron
a posteriormente a 65°C por 10 min. Finalmente se realiz6 la sintesis de la primera
cadena de cDNA siguiendo el kit RT-PCR (FERMENTAS). Se tomé 1uL de ARN
tratado con DNasa, y se adiciond 1L del primer oligo (dT)is, ¥ Se ajusto hasta un
volumen de 12pL con agua DEPC, se mezcl6 gentimente y las muestras se
incubaron a 65°C por 5 min, después las muestras se enfriaron en hielo y
mezclaron para posteriormente adicionar 4uL de solucion Buffer 5X, enzima
inhibidora de RNasas (RiboLock) 1pL, solucion de dNTP (10mM) 2uL,
transcriptasa reversa 1L, obteniendo un volumen final de 20uL. Se incubaron las
muestras a 42°C por 60 min y para terminar a reaccion se incubaron nuevamente

a 70°C por 5min. Cada muestra fue almacenada a -80°C hasta su posterior uso.
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5.9. Analisis de expresion

Los niveles de expresion se normalizaron en base a la expresion del factor de
elongacion 1a (EF1a) de tomate, empleando oligonucleotidos especificos (Giorno
et al., 2010) (Tabla 2), los niveles de expresion fueron calculados con el método 2
AACt y el valor en el cambio de expresion (log,) se calculé de acuerdo con
Ramirez et al (2013). Las reacciones se llevaron a cabo en un formato de 96
pozos con el sistema PCR tiempo real 7300 y el software del sistema 7300. En
planta silvestre se evallo la expresion de ERF1, ERF3b y ERF5, en diferentes
tratamientos; en las lineas transgénicas se evaluo el cambio en los niveles de
expresion de ERF3b, ERF5, P5CS (Sangu et al., 2015) y APx (Murshed et al.,

2014) en comparacién con la linea silvestre.

5.10. Pruebas de germinacion de semillas de tomate

Semillas estériles de la linea WT y lineas transgénicas homadcigas fueron
germinadas en placas Petri con medio MS como control y medio MS adicionado
con NaCl 35mM y 50mM; LiCl 25mM, sorbitol 70mM y 100mM; y metil viol6geno
0.5uM 1 pM y 2 uM, en condiciones de 16h luz/8 h oscuridad de 25°C +/-2. Cada
caja contenia 20 semillas y cada experimento se llevd a cabo por triplicado. Se
determind el porcentaje de germinacién de semillas durante 15 dias para cada

tratamiento.

5.11. Prueba de estrés en plantas de tomate

Plantas de cuatro semanas de edad silvestres y transgénicas se crecieron en
condiciones de invernadero. Para el tratamiento de salinidad con cloruro de sodio

y cloruro de litio se empled una solucion de NaCl 250mM vy LiCl (25mM) para el
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riego de las plantas durante 2 semanas, con riegos cada tercer dia; para el
tratamiento de sequia, se elimind el riego por 15 dias, y se tomaron muestras cada
semana para la determinacion de parametros indicadores de estrés. Plantas de
tres semanas se asperjaron con una solucion de Paraquat (100 pL) cuyo
compuesto activo el metil viologeno (MV) induce un estrés oxidativo, el cual se
empled para evaluar su tolerancia a esta condicion, fueron monitoreadas por dos

semanas.

5.12. Determinacion del contenido de clorofila en plantas de tomate

La extraccion de clorofila se llevo a cabo por el método descrito por Lichtenthaler y
Wellburn en 1983, a partir de discos de hojas, empleando metanol al 100% para
Su extraccion. La micro extraccion se realiz6 manteniendo las muestras en hielo y
la minima cantidad de luz posible. Los discos de hojas se coloraron en tubos
Eppendorf de 1.5mL, y se adicion6 1mL de metanol frio y se macero el tejido
vegetal hasta su homogenizacién, las muestras se centrifugaron durante 5min a
una velocidad maxima de 4500rpm, después el sobrenadante se coloco en celdas
para espectrofotometro las cuales se mantuvieron en hielo y en oscuridad hasta la

determinacion de la lectura en el espectrofotometro.

Para el contenido de clorofila se determin6 su absorbancia en dos longitudes de

onda 665.2 y 652nm y su contenido (mg/L) mediante las siguientes formulas:

Chla:16.29*A555_2 - 8.54*A552
Chly= 30.66* Agso — 13.58* Aggs.0

Ch|a+b= 22.12* A652 - 2.71* A665.2

5.13. Determinacion del contenido de Malondialdehido (MDA) en

plantas de tomate
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Los niveles de peroxidacion de lipidos se determinaron a partir de tejido vegetal de
hojas para cuantificar el contenido de MDA, el cual se estim6 empleando el
método colorimétrico TBA (acido tiobarbitdrico), descrito por Buege y Aust en
1978. A partir de 100mg de tejido vegetal de maceré en un mortero con 1mL del
reactivo TCA-TBA-HCL hasta su homogenizacion, la mezcla fue transferida a
tubos de 2mL, posteriormente las muestras se incubaron durante 30min a 90°C,
pasado este periodo los tubos se colocaron en hielo para enfriar y después se
centrifugaron a 12000g durante 15min, el sobrenadante es transferido a celdas
para espectrofotometro y determinar la absorbancia en dos longitudes de onda
535 y 600nm. El contenido de MDA (nmol MDA/g de Peso fresco) se calculd

mediante la formula siguiente:

Cwmpa = ((Asss — Asoo) Lmmol/1.56*10°mL)x(10%/1mmol)x(1mL/0.1g)

5.14. Crecimiento de Botrytis cinerea e infeccion en hojas de tomate

Botrytis cinerea B05.10 se crecid en placas Petri con medio de cultivo agar
dextrosa papa (PDA) durante dos semanas en oscuridad a 25°C para la obtencion
se esporas. Las esporas se cosecharon a partir de un raspado suave de la
superficie de la caja un asa de platino adicionando 10mL de agua estéril y TWEEN
0.02%, la suspension de esporas se filtré sobre algodon estéril para eliminar el
micelio. Posteriormente se cuantifico la concentracion de esporas con ayuda de la
camara de Neubauer (0.0025mm?) y un microscopio de luz. Para la infeccién en
plantas se prepard una suspension de esporas en una concentraciéon de 1x10°
esporas/mL en medio liquido dextrosa papa (PD) adicionado con Tween al 0.02%
para su activacion durante 1h. Se colocé una gota de 5uL de la suspension de
esporas por hoja. 5 hojas por planta de 5 a 6 semanas de edad con 5 repeticiones
fueron infectadas. El area de infeccion se determind0 empleando el software
procesador de imagenes ImageJ-NIH (https://imagej.nih.qov/ij/) (Cristescu et al.,
2002).
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6. Resultados

6.1. Analisis de expresion espacio-temporal de ERF en plantas silvestres

de tomate en diferentes tratamientos

El analisis de expresion de los FT en condiciones de estrés por deshidratacion
mostré que ERF5 y ERF3b presentaron un patron de induccién similar,
alcanzando su maxima expresion a los 60 minutos, la cual disminuye ligeramente
a los 120min En condiciones de salinidad, los niveles de expresion de ERF1,
ERF3b y ERF5 incrementaron a partir de los 15 min, alcanzando su maxima
expresion a los 30min de exposicion. ERF3b mantiene una mayor expresion a
partir de los 60min, es inducido preferencialmente en comparacion con ERF1 y
ERF5, donde la expresiéon de ERF3b disminuye de 2 a 2.5 veces con respecto a
los niveles de su maxima expresion, mientras que para el factor ERF5 se reprime
de 3 a 4.5 veces y ERF1 cambia ligeramente. En presencia de trehalosa exégena,
se observaron cambios en los niveles de expresion de ERF1, ERF3b y ERFS5, sin
embargo, la respuesta difiere entre los activadores y represores. Los tres factores
alcanzan su maxima expresion al minuto 30, después la expresion del represor
ERF3b se reprime significativamente en comparacién con los activadores, ERF1 y
ERF5 (Figura 11).

Los FT ERF1, ERF3b y ERF5, son inducidos en condiciones de deshidratacion vy,
salinidad lo que sugiere una activa participacién en la regulacion positiva en
respuesta al estrés abidtico. En presencia de trehalosa, los activadores son
significativamente sobreregulados mientras que el represor ERF3b responde a la
presencia de la molécula al inicio, sin embargo, después su respuesta se reprime
de manera importante por lo que puede jugar un papel diferente con respecto a
ERF1y ERF5.
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Figura 11 Niveles de expresién espacio-temporal (tratamiento/control) de los factores de transcripcion ERF bajo
condiciones de deshidratacion, salinidad y trehalosa exégena en plantas silvestres de tomate de dos semanas. a)
Nivel de expresion de ERF1, b) Nivel de expresion de ERF3b y c) Nivel de expresion de ERF5. Los niveles de
expresion de los transcritos fueron analizados por gRT-PCR, datos representan la media = SD de tres repeticiones.
La expresion de los ERF fue normalizada con EF1a.
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6.2.Construccion de plasmidos

A partir de ADN gendmico de S. lycopersicum cv. Ailsa Craig se llevé a cabo la
amplificacion por PCR de los genes ERF1, ERF3b, ERF5 y Pti4, que se muestra

en la figura 12.

a) M  ERFl1 ERF3b Pti4

b) M ERF5

Figura 12 Amplificacion de los factores ERF a partir de DNA de tomate silvestre cv. Ailsa Craig. a) amplificacion de los
factores ERF1, ERF3b y Pti4 con una temperatura de alineamiento de 65°C. b) amplificacion del factor ERF5 a una
temperatura de alineamiento de 60°C.

Posteriormente a la purificacion del producto de PCR de cada gen, se movilizaron
a los vectores de clonacion y transferidos a células de E. coli DH5a
correspondientes. Para corroborar su correcta transferencia, a partir de DNA
plasmidico se realiz6 un analisis por restriccion de las enzimas especificas,
empleando Xbal-Kpnl para ERF1, ERF3b y Pti4, y para ERF5, BamHI-Kpnl, en la
figura 13 se muestra la liberacion de producto esperado para cada gen de cada

una de las clonas que correspondieran con el tamafio de producto esperado.
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650pb

Figura 13 Patron de restriccion de los plasmidos de los diferentes ERF, por la liberacion del gen ligado en un vector de
clonacion. Carril M: Marcador; Carril 1-2: ERF1 producto de 752pb; Carril 3: ERF3b producto de 649pb; Carril 4: ERF5
producto de 751pb; Carril 5-6: Pti4 producto de 720pb. Los productos se colocaron en un gel de agarosa 1%.

El producto de la primera clona de cada ERF fue purificado, las muestras de cada
producto ERF se enviaron a la Unidad de Secuenciacion del IBT-UNAM
(Cuernavaca, Morelos), para su secuenciacion, las cuales se analizaron mediante
un Blastn con secuencias depositadas en la base de datos del Genbank de NCBI,
obteniendo un porcentaje de identidad de 98.15, 100, 99.73 y 99.43% para las
secuencias génicas de ERF1, ERF3b, ERF5 y Pti4 respectivamente (Anex010.3).
Confirmada la secuencia, los genes del vector de clonacion se transfirieron al
vector de transformacién 2x35S en células competentes de E. coli y después a
células de A. tumefaciens LBA4404, la seleccidon de clonas se realizé mediante
una analisis de restriccion como se muestra en la figura 14, donde se observa la
seleccion de 3 clonas para cada factor donde se digirieron con las enzimas EcoR1
para 2x35S-ERF1 y 2x35S-Pti4, Bglll para 2x35S-ERF3b, Hindlll para 2x35S-
ERF5, la figura 14a se muestra que dos clonas con el plasmido 2x35S-ERF1,
liberan el fragmento esperado de 958pb, mientras que una de ellas no y por lo
tanto se descarta para su futuro empleo. En el caso del plasmido 2x35S-ERF3b se
observo que 2 de las clonas presentan 3 de los productos esperados 7858, 3206 y
1988pb, sin embargo, no se logré la visualizacion en las bandas del producto mas
pequefio, por lo tanto, para asegurar la correcta transferencia del vector se volvio
a digerir una muestra con una mayor cantidad de ADN plasmidico (17.5uL), como
se muestra en la figura 14b, se aprecia uno de los productos esperados de
aproximadamente 289pb. Para el caso de 2x35S-ERF5 se observan los productos
esperados 12386, 834,325pb y para 2x35S-Pti4 12599, 915pb en la figura 14a
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respectivamente. Finalmente se realizé una amplificacién de cada ERF a partir de

DNA plasmidico como se muestra en la figura 14c.

a)
M ERF1 ERF3b  ERF5 Ptia
1000pb
b) i &b c) M ERF1 ERF3b ERF5 Ptid
2000pb
1000pb
300pb

Figura 14 Analisis de restriccion y amplificacion de los vectores de transformacion. a) Analisis de restriccion del vector
de transformacién p2x35S-ERF1/EcoRl, p2x35S-ERF3b/Bglll, p2x35S-ERF5/Hindlll y p2x35S-Pti4/EcoRl. Gel de agarosa
1%.. b) Analisis de restriccion p2x35S-ERF3b/Bglll con mayor cantidad de pldsmido, en gel de agarosa al 2%. c)
Amplificacion por PCR de ERF1, ERF3b, ERF5 y Pti4 a partir de DNA plasmidico de cepas de A. tumefaciens. M:
marcador 1Kb.
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6.3.Andlisis filogenético

El resultado el andlisis evolutivo inferida por el método N-J, se muestra un arbol
optimo con la suma de longitud de la rama =44.17160229, las distancias
evolutivas se calcularon empleando el método de maxima verosimilitud compuesta
y estan en las unidades del nimero de sustituciones de base por lugar. En la
figura 15, se observa el resultado del analisis evolutivo, para los genes de tomate
se empled la nomenclatura SI-ERF propuesta por Pirrello et al (2012), mientras
que para los genes de interés evaluados en esta tesis se muestran de la siguiente

manera SIERF1, SIERF3b, SIERF5 y SIPti4 resaltados con una linea color verde
(Figura 15).
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Figura 15 Arbol filogenético de Solanum lycopersicum y Arabidopsis. La construccion del arbol se realizé6 con
secuencia de ADN, empleando el método Neighbour-Joining.
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En el arbol filogenético se observa la relacién de los genes de interés ERF1,
ERF3b, ERF5 y Pti4 cerca de SI-ERF.A.2, SIERF.F.5, SI-ERF.B.2 y SI-ERF.A.3
respectivamente, que corresponde a estos mismos genes reportados para S.
lycopersicum. Se observa ademas la cercania con otros genes, ERF1 y Pti4 de
tomate estan altamente relacionados entre si, en cuanto a Arabidopsis se
relacionan con AtERF1 y AtERF2, mientras que ERF5 de tomate es mas cercano
a SI-ERF.B.1, AtERF6 y AtERF5, en cuando a ERF3b es cercano a SI-ERF.B.3,
SI-ERF.F.4, AtERF9 y AtERF10.

6.4. Transformacion genética de cotiledones de tomate

Cada vector que incluye los transgenes de interés (2X35S-ERF1-Nos, 2X35S-
ERF3b-Nos, 2X35S-ERF5-Nos y 2X35S-Pti4-Nos) fueron transferidos
individualmente mediante A. tumefaciens a explantes de cotiledones de tomate
variedad Ailsa Craig, los tejidos utilizados en cada experimento de transformacion
se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Transformacion de cotiledones de tomate

Formacion de Plantas
Plasmido Explantes callo Brotes R Plantas T?
infectados
p2x35S-ERF1 150 58 55 5 3
p2x35S-ERF5 150 69 47 23 10
p2x35S-Pti4 110 35 23 2 -
p2x35S-ERF3b 100 45 27 15 7
p2x35S 100 29 10 3 2
Control de
regeneracion 10 10 10 9 0

' Plantas regeneradas; *: Plantas transformadas

En la figura 16, se muestra el crecimiento de uno de los brotes transformados con

el vector p2x35S-ERF1, el cual se mantuvo en medio MS con el antibiético de
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seleccion de kanamicina en una concentracion de 100mg/L, hasta la formacion de

raices.

Figura 16 Transformacion genética de tomate mediada por A. tumefaciens. a) brote obtenido del proceso de cultivo
de tejidos posterior a la transformacion. b) Proceso de induccion de raices en medio RTM.

6.5. Andlisis molecular de las plantas transgénicas

Las lineas regeneradas de la transformacion genética se analizaron vy
seleccionaron en primera instancia solo aquellas plantas verdes sin signos de
clorosis, caracteristicas de resistencia a Kanamicina, posteriormente se analizaron
molecularmente seleccionando aquellas que presentaran la insercion del T-DNA el
cual se determiné con la amplificacién del gen de resistencia a Kanamicina NPTII
y la fusion AMV-ERF para cada linea transformada a partir de ADN gendmico. De
acuerdo a la tabla 4, las plantas obtenidas se emplearon para el analisis y
comprobacion de lineas transgénicas de los factores de transcripcion, en la figura
17, se observa la amplificacion positiva del gen de seleccion NPTII, a partir de
ADN gendmico de cada una de las plantas que formaron raiz en cultivo in vitro
dando como resultado 3 lineas positivas para plantas que sobreexpresan el factor
ERF1, 10 lineas positivas para el factor ERF5 y 7 lineas para el factor ERF3b, y
ninguna positiva para el factor Pti4, como se muestra en la tabla 4.
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c(+) L3ERF5

M C(+) L1ERF1 L2ERF1

a)
C(+ L4ERF5  L5ERF5 L6ERF5
L1ERFS  L2ERF5

WT M C(+ L7ERF5 L8ERF5

C(+) L3ERF5

WT M C(+) L8ERF5 L9ERF5 L10ERF5 L11ERF5

L1Pti4  L2Pti4
WT M C(+) L1ERF3b L2ERF2b L3ERF3b L4ERF3b L5ERF2b L6ERF2b

—
=

WT M C(+) L3ERF1

M C(+) L7ERF3b

Figura 17 Amplificacion por PCR del gen de resistencia a kanamicina NPTII en plantas de diferentes lineas
transgénicas. a) amplificacion positiva del marcador para lineas generadas con el factor L1 y L2ERF1; b) Amplificacion
del gen marcador para L2ERF5; c) Sin amplificacion del gen marcador para L3ERF5; d) Sin amplificacion del gen
marcador para L1 y L2Pti4;e) amplificacion positiva del marcador para la linea L3ERF1; f) Sin amplificacion del gen
marcador para L3ERF5; g Amplificacion positiva del gen marcador para L4 y L5ERF5; h-i) Amplificacion positiva del gen
marcador para L7 -L11ERFS5; j-k) Amplificacion positiva del gen marcador para L1-L7ERF3b-

Ademas, se realiz6 la amplificacion de los factores ERF transformados en cada
una de las lineas positivas, es decir para aquellas que amplificaron el gen de
seleccién, para poder diferenciar el factor de transcripcion enddégeno del transgen,
se disefid un cebador especifico para amplificar desde la regién del enhancer

transcripcional AMV hasta el final de cada factor de transcripciébn como se muestra

en la figura 18
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Figura 18 Representacion del T-DNA para cada uno de los factores de transcripcion y sitios de anclaje de los cebadores
(flechas). 1) Oligonucleétidos empleados para amplificar el gen de seleccion NPTII, 2) Oligonucleétidos empleados
para amplificar el transgen ERF, 3) oligonucleétidos empleados para amplificar el gen endégeno.

I
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Esto permitio la amplificacion especifica del transgén ya que en la secuencia
promotora de los factores nativos no se encuentra la region del AMV, lo que da
lugar solo a la amplificacion de un fragmento del T-DNA de cada una de las lineas
transgénicas como se muestra en la figura 19, que ademas se corrobora que en

las lineas silvestres (WT) no hay amplificacion del gen.
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Figura 19 Amplificacién por PCR del fragmento AMV-ERF (ERF1/3b/5) a partir de DNA genémico de plantas de
diferentes lineas transgénicas de tomate y WT. a-b) lineas transformadas positivas ERF1, c-f) lineas transformadas
positivas ERF5 y g-h) lineas transformadas positivas ERF3b.

6.6.Segregacion de lineas transgénicas de tomate

Se generaron lineas transgénicas ERF1, ERF3b y ERF5. Se generaron dos lineas
transgénicas ERF1, sin embargo, no fue posible llevarlas a lineas homadcigas,
frutos de la generacion filial 1 y 2 (F1 y F2) presentaron bajo contenido de
semillas, asi como defectos en el desarrollo debido a que la planta crece mas

pequeia, de forma arbustiva y con frutos alargados (Figura 20).
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Figura 20 Caracteristicas de lineas transgénicas de tomate ERF1. a) Fenotipo de lineas de tomate silvestre (WT) y de
regeneracion (WT-R) y en comparacion con la linea transgénica ERF1; b) comparacion de fruto de tomate WT y linea
transgénica ERF1, c) Promedio del tamafio del fruto de tomate de lineas transgénicas ERF1 (F1 y F2) en comparacion
con la linea silvestre. d) Promedio del peso de tomate de lineas transgénicas ERF1 (F1 y F2) en comparacion con la
linea silvestre y e) Promedio en el contenido de semillas por fruto de tomate de lineas transgénicas ERF1 (F1y F2) en
comparacion con la linea silvestre.
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Sin embargo, al segregar la linea homadciga para la amplificacion de semillas de
ERF1, las plantas presentaron defectos en el desarrollo de raiz y no se lograron
obtener plantas adultas (Figura 21).

Figura 21 Fenotipo de plantas seleccionadas como linea homdcigas transformadas con el gen ERF1. a) Plantas ERF1 en
medio de seleccidn. b) Aspecto de raices de plantas en medio de seleccidn. c) Plantas ERF1 un mes después de ser
individualizadas en maceta no se desarrollan de manera normal.

Con estos resultados, a partir de plantas F2 sobreexpresantes de ERF1 se
determind mediante RT-PCR la expresion de cuatro genes: ERF1, NPTII, el
segmento AMV-ERF1, ERF3b en comparacion con el control de expresion EF1a,
este andlisis se realiz6 a un nivel de saturacion en la amplificacion por 30 ciclos
(Figura 22), debido a que en un menor ciclaje (25 ciclos) no se observé la
amplificacion de los genes de interés ERF1 y AMV-ERF1, ademés de incluir la

amplificacion de otro gen que no fuera parte del T-DNA.
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Figura 22 Analisis de expresion mediante RT-PCR de plantas de la linea transformada L1ERF1 (F1). Amplificacién por
30 ciclos del gen endégeno ERF1, genes que conforman el T-DNA (NPTIl y AMV-ERF1, el gen endégeno ERF3b en
comparacion con el factor de elongacién (EF1a) empleado como control de expresiéon.

Del factor ERF5 se obtuvieron 10 lineas transgénicas y 7 del factor ERF3b, estas
se cultivaron en condiciones de invernadero hasta la obtencion de frutos y
semillas, las cuales se emplearon para su segregacion (F1). Semillas de cada
linea transgénica se germinaron en Kanamicina y se seleccionaron aquellas que
presentaron una segregacion mendeliana 3:1 con respecto al agente de seleccion,
asi como por la amplificacion mediante PCR de NPTII y la fusibn AMV-ERF, las
lineas positivas se cultivaron y se obtuvieron las semillas de la filial 2 (F2), las
cuales se germinaron en medio con Kanamicina y se seleccionaron aquellas
lineas que presentaron el 100% de plantas resistentes al antibidtico y positivas
para la insercion del T-DNA. Se seleccion6 una linea homdciga, independiente y
sobreexpresante del factor ERF3b y una sobreexpresante para el factor ERF5

(Figura 23) para los analisis posteriores.
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Figura 23 Insercion de T-DNA en las lineas transgénicas ERF3b y ERF5. a) Representacion del T-DNA, y sitios de
anclaje de oligonucleétidos, para la amplificacion de los genes de interés. b) amplificacion del gen NPTIl en 7
plantas de la linea homdciga seleccionada. c) amplificacion de la insercion de AMV-ERF en 7 plantas de la linea
homadciga ERF5 y ERF3b.

6.6.1. Caracteristicas fenotipicas de lineas transgénicas homaécigas

Se determiné el efecto de la expresion del gen exdgeno en las caracteristicas del
fruto de dos lineas transgénicas (ERF5 y ERF3b) con respecto a la linea silvestre,
de acuerdo a los resultados (Figura 24), el promedio del peso del fruto, su tamafio
(largo y ancho), asi como el contenido de semillas por fruto y el promedio del peso
de 100 semillas, se observd que los frutos en la linea transgénica ERF5 se
comporta de igual forma que la linea silvestre al no mostrar diferencias
significativas en peso, tamafio, contenido de semillas del fruto y el peso de las
semillas, en cambio la linea ERF3b presenta frutos con mayor peso 33.94g,
tamafio con valores de 3.79cm de alto y 4.06 cm de ancho, asi como mayor
namero de semillas por fruto (77.6 ), en comparacion con la linea ERF5 y la linea
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silvestre que presentan un peso de 25.48 y 25.66¢g, un tamario de 3.5y 3.37cm de
largo, 3.6 y 3.56cm de ancho, y en cuanto al nimero de semillas 44.2 y 53.23
respectivamente; en el peso de semillas ninguna linea present6 diferencias
significativas. Con esto podriamos inferir que ERF3b regula positivamente el
desarrollo de los frutos de tomates y en la produccién de semillas al ejercer
represidn de genes. Cabe sefalar que plantas de las lineas transgénicas se
caracteriz6 por una floracién temprana, hasta 23 dias antes con respecto a la linea
silvestre. Las flores son visiblemente mas grandes en las lineas transgénicas y
presentan de 5 hasta 8 pétalos, la WT presenta de cinco a seis pétalos (Figura
25).
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Figura 24 Caracteristicas fenotipicas de frutos de tomate de lineas transgénicas en comparacion con la linea
silvestre. a) promedio del peso del fruto de 50 tomates, b) promedio del tamafio del fruto de 50 tomates, c)
promedio del niumero de semillas por fruto de 50 tomates, d) promedio de peso de 100 semillas por triplicado. Los
valores representan la media, las diferencias estadisticas fueron determinadas con ANOVA de una via, seguido por
una prueba de Tukey (a= 0.05), donde las medias con misma letra no son significativamente diferentes, y las barras
de error indican la desviacion estandar.
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Figura 25 Caracteristicas fenotipicas de las lineas transgénicas en comparacion con la linea silvestre. a) Plantas de
un mes de edad, b) Tamarfo del fruto de tomate, c) Flores, d) Grupo de flores, e) tamafio de la flor.
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6.7.Andlisis de expresion de factores ERF y genes blanco

Para cada linea homodciga sobreexpresante ERF5 y ERF3b, se analizé la
expresion de cuatro genes; los factores ERF5 y ERF3b, asi como dos genes de
respuesta a condiciones de estrés como P5CS y APx (pirrolina-5-carboxilato
sintetasa y ascorbato peroxidasa, por sus siglas en inglés respectivamente). En
base a los resultados (Figura 26), se observo que en la linea transgénica ERF5 los
niveles de expresion de ERF5 fueron de 1.81, lo cual representa un incremento de
0.8 veces con respecto a la linea silvestre, mientras que la expresion del factor
ERF3b fue de 2.28, es decir 1.28 veces mas que la linea WT, demostrando que un
aumento en los niveles de expresion de ERF5 induce ligeramente los niveles de
expresion de ERF3b, lo que nos sugiere que es un gen blanco en la regulacion
positiva de ERF5, con respecto a los genes de respuesta P5CS y APx, se observo
una expresion relativa de 8.32 y 6.33 respectivamente, lo que indica un incremento

de 7.32 y 5.33 veces mas con respecto a la linea WT.

En la linea transgénica ERF3b, el factor ERF3b present6 una expresion relativa de
2.1, con respecto a la linea WT presenté un incremento de 1.11 veces mas, en
cuanto a ERF5 el nivel de expresién fue de 7.26, lo que representa un incremento
de 6.26 veces mas que la linea WT y 5.45 veces mas que la linea transgénica
ERF5, esto significa que el efecto de represion que ejerce ERF3b sobre sus genes
blanco, desencadena significativamente la expresion de ERF5, por lo que
podriamos suponer que ERF3b podria regular la expresion positiva de otros
factores ERF; ejerciendo una regulacién negativa. La expresion de los genes de
respuesta P5CS y APx en la linea ERF3b fue de 9.14 y 8.14 respectivamente en
comparacion con la linea transgénica ERF5 la diferencia de expresion fue de 0.83
y 1.81 respectivamente, mientras que el cambio de expresiéon en comparacion con

la linea WT fue de 8.14 y 7.14 veces mas respectivamente.
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Figura 26 Expresion relativa de factores ERF y genes blanco (P5CS y APXx) de lineas transgénicas en comparacion
con la linea silvestre. Los valores representan el AACt, las diferencias estadisticas fueron determinadas con
ANOVA de una via y una prueba T de Bonferroni (a= 0.05). Las medias con misma letra no son significativamente
diferentes y las barras de error indican la desviacién estandar.

6.8.Evaluacion de la germinacion en condiciones de estrés de lineas

transgénicas

En condiciones normales de crecimiento la linea transgénica ERF3b presento el
100% de germinaciéon en menor tiempo con respecto a la linea ERF5 y WT que
presentaron un menor porcentaje de germinacion del 84.16 y 71.66%
respectivamente (Figura 27a). En condiciones de estrés salino (NaCl) se observé
una disminucién en la germinacién tanto en las lineas transgénicas como para la
linea silvestre (Figura 27b), se observd que para el dia 5y 10 las lineas ERF3b y
WT no presentaron diferencias significativas (3.33% para el dia 5 en ambas lineas
y 41.66% y 40% para el dia 10 respectivamente), sin embargo para el dia 15 la
linea ERF3b presenté el mayor porcentaje de germinacion (66.67%) en

comparacion con la linea ERF5 (42.5%) y WT (42.5%). En cuanto al estrés
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causado por LiCl (Figura 27c) se observa que las lineas WT y ERF5 presentan un
fenotipo de mayor sensibilidad a esta condicion, mostrando un menor porcentaje
de germinacioén al dia 15 (13.33% y 6.66% respectivamente), en comparacion con
otras condiciones de estrés, lo que significa que el LiCl es capaz de afectar
significativamente la germinacién, sin embargo la linea ERF3b presenté mayor
tolerancia con un porcentaje de germinacion del 58.33%. En el estrés osmotico
causado por sorbitol (Figura 27d) para el dia 15 la linea transgénica ERF3b
presenta el mayor porcentaje de germinacion (46.66%) en comparacion con la
linea ERF5 (43.33%) y la linea WT (35.83%). El metil violégeno (MV), es un
compuesto capaz de desarrollar un efecto de estrés oxidativo en los organismos,
en la Figura 27 (e, f y g) se muestra que en las diferentes concentraciones de MV
(0.5 1.0y 2 uM), la linea ERF3b presenta tolerancia observandose solo un retraso
en la geminacién, con respecto a la condicidon control sin estrés, para alcanzar a
partir del dia 10 el 100% de germinacion. En cuanto a la linea ERF5 y la silvestre,
no se mostraron diferencias significativas en los tres tratamientos con MV y se

observé un fenotipo de sensibilidad al agente oxidante.
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Figura 27 Efecto de la germinaciéon en semillas de las lineas transgénicas comparadas con la linea silvestre. a)
Condicion sin estrés o control, b) estrés salino por cloruro de sodio (NaCl 35mM), c) estrés salino por cloruro de
litio (LiCl 25mM), d) estrés osmético por sorbitol (sorbitol 70mM), e, fy g) estrés oxidativo por metil violégeno (0.5,
1.0 y 2 uM). Los valores representan la media, las diferencias estadisticas fueron determinadas mediante ANOVA de
una via, seguido por una prueba de Tukey (a= 0.05), donde las medias con misma letra no son significativamente
diferentes, y las barras de error indican la desviacion estandar de 3 réplicas con 25 semillas.

6.9.Efecto de la sobreexpresion de ERF3b y ERF5 en condiciones de
estrés

Plantas de tomate de un mes de edad de las lineas transgénicas ERF3b y ERF5,
asi como la linea silvestre WT fueron empleadas para evaluar su tolerancia en
condiciones de estrés abidtico (salinidad y sequia), empleando el contenido de
clorofila y MDA como indicadores para determinar el efecto negativo que
ocasionan dichas condiciones, ya que cambios en su concentracion pueden
afectar significativamente procesos fotosintéticos y establecer el posible dafio en
membranas celulares. Ademas, se evallo el efecto del herbicida Paraquat que
ocasiona un fuerte estrés oxidativo en plantas, asi como la susceptibilidad a la
infeccién por el hongo B. cinerea.
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6.9.1. Determinacion del contenido de clorofila y MDA en condiciones de

estrés

En condiciones de crecimiento sin estrés el contenido de clorofila, asi como el
contenido de MDA en la semana uno y dos no se observaron diferencias
significativas para las lineas WT, ERF5 y ERF3b (Figura 28a, 28b, 28i y 28)).

En condiciones de estrés por sequia en la primera semana el contenido total de
clorofila en plantas no presenta diferencias significativas, en cuanto al contenido
de MDA se observo que la linea ERF3b presenta menor dafio oxidativo en
comparacién con la linea ERF5 y WT con valores de 8.41, 12.96 y 11.58nmoles
MDA/gPf respectivamente (Figura 28c y 28d). Para la segunda semana cuando la
condicion de sequia se ha prolongado, no se presentaron diferencias significativas
en el contenido total de clorofila, sin embargo observamos que se presentd un
incremento significativo en el contenido de chlb de la linea ERF3b (5.88mg/L) y
WT (3.46mg/L) con respecto a la linea control sin estrés (Figura 28k), en cuando al
estrés oxidativo, se observo que la linea ERF5 presentd menor contenido de MDA
(28.08nmoles MDA/gPf), siendo la linea silvestre la mas afectada
significativamente (63.35 nmoles MDA/gPf) con respecto a las lineas transgénicas
(Figura 28l).

En condiciones de salinidad con riegos de NaCl en la primera semana
observamos que la linea ERF5 presentd una menor concentracién de clorofila b
(6.84mg/L), con respecto a la linea WT y ERF3b (9.48 y 12.31 mg/L); pero al
comparar el cambio en la concentracién de estos pigmentos con respecto a las
plantas control sin estrés, observamos que el contenido de clorofila a en la linea
ERF5 se mantiene, sin embargo disminuye en el contenido de chlb (1.26 mg/L),
por lo que consideramos que la disminucién de clorofila b puede deberse a una
conversion de clorofila b a clorofila a, en cuanto a la linea ERF3b y WT se
incrementa el contenido chla y chlb (1.18 y 4.21 mg/L y 0.42 y 1.2 mg/L
respectivamente) (Figura 28e). Se observa también que las lineas transgénicas
ERF5 y ERF3b presentan menor contenido de MDA (4.97 y 4.45nmoles MDA/gPf),

72



siendo la linea WT la mas afectada significativamente (9.85nmoles MDA/gPf) por

el estrés oxidativo (Figura 28f).

En la segunda semana de estrés salino (NaCl), las lineas transgénicas ERF3b y
ERF5 presentaron mayores concentraciones de clorofila total (18.46 y 18.92 mg/L
respectivamente) en comparacion con la linea silvestre (11.94 mg/L) (Figura 28m),
ademas se observo un incremento de 7.35y 3.6 mg/L en el contenido de clorofila
en las lineas ERF5 y ERF3b en comparacion con plantas sin estrés. Con respecto
al contenido de MDA, la linea ERF5 presentd menor dafio oxidativo con una
concentracion mas baja de MDA (20.6nmoles MDA/gPf), en comparacién con la
linea silvestre y ERF3b (34.98 y 41.0nmoles MDA/gPf respectivamente) (Figura
28n). Cabe destacar que las lineas WT y ERF3b presentan mayor sensibilidad al
estrés oxidativo por una prolongada exposicion a NaCl en comparaciéon con ERFS5,
sin embargo, las concentraciones de MDA en salinidad son menores en
comparacion con el estrés por sequia, en cambio, la linea ERF5 presenté mayor

oxidacién en condiciones salinas en comparacion con el estrés hidrico.

El estrés ocasionado por LiCl en la primera semana (Figura 28g) se observo un
mayor contenido de clorofila total (a+b) en las lineas transgénicas ERF5 y ERF3b
(13.29 y 12.96 mg/L respectivamente), mientras que en la linea WT se presentd
menor concentracion (10.14 mg/L). Para la segunda semana de estrés (Figura
280), la linea silvestre presentd una disminucion en el contenido total de clorofila
(3.84 mg/L) con respecto a la linea WT sin estrés, en cuanto a las lineas
transgénicas ERF5 y ERF3b, en condiciones de estrés presentaron mayores
concentraciones de clorofila (13.19 mg/L y 12.96 mg/L respectivamente), sin
embargo en comparacion con las plantas sin estrés, la linea ERF3b presentd una
reduccion de 1.88 mg/L, siendo la linea ERF3b y WT mas sensibles a esta
condicion. En cuanto al efecto de LiCl en el contenido de MDA no se presentaron
diferencias significativas entre las lineas transgénicas y WT en las dos semanas
de estrés (Figura 28h y 28p), sin embargo, en comparacioén con el estrés por

sequia y salino (NaCl) el dafio oxidativo fue significativamente menor lo que podria
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indicar que el efecto de estrés por
toxicidad del Li**.

LiCl puede deberse como resultado de la
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Figura 28 Efecto del estrés abioético (salinidad y sequia) en el contenido de clorofila y MDA en plantas transgénicas
ERF en comparacion con la linea silvestre. Semana uno de exposicion al estrés. a) Contenido de clorofila,
condicién sin estrés (control), b) Contenido de MDA, condicidn sin estrés (control), c) Contenido de clorofila,
condicion de sequia, d) Contenido de MDA, condicién sequia, €) Contenido de clorofila, condicion de salinidad
(NaCl 250mM), f) Contenido de MDA, condicién de salinidad (NaCl 250mM), g) Contenido de clorofila, condicién de
salinidad (LiCl 25mM), h) Contenido de MDA, condicién de salinidad (LiClI 25mM). Semana dos de exposicion al
estrés. i) Contenido de clorofila, condicion sin estrés (control), j) Contenido de MDA, condicién sin estrés (control),
k) Contenido de clorofila, condicién de sequia, I) Contenido de MDA, condicién sequia, m) Contenido de clorofila,
condicién de salinidad (NaCl 250mM), n) Contenido de MDA, condicion de salinidad (NaCl 250mM), o) Contenido de
clorofila, condicion de salinidad (LiCl 25mM), p) Contenido de MDA, condicién de salinidad (LiCl 25mM). ). Los
valores representan la media, las diferencias estadisticas fueron determinadas mediante ANOVA de una via,
seguido por una prueba de Tukey (a= 0.05), donde las medias con misma letra no son significativamente diferentes,
y las barras de error indican la desviacion estandar de 5 repeticiones.

6.9.2. Analisis de tolerancia al herbicida Paraquat

En la secuencia de imagenes se observaron las plantas control antes de estar en
contacto con el herbicida, (Figura 29a), seguido de las 24h y 48h (Figura 29b y
29c) donde se muestra el dafio fisiologico que ocasiona el metil violégeno
compuesto activo del Paraquat, afectando principalmente la linea silvestre. Una
semana después (Figura 29d) se observd que las lineas transgénicas presentan
una mayor tolerancia al herbicida, mientras que la linea WT presenta un mayor
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deterioro, el cual para la segunda semana después de la aspersion (Figura 29 e-f)
es imposible su recuperacion en la mayoria de la plantas, mientras que las lineas
transgénicas presentaron mayor tolerancia al estrés oxidativo, la linea ERF3b
mostré un 100% de recuperacion, seguida de la linea ERF5 (80%) y la linea

silvestre mas sensible con un 20% de recuperacion.

WT ERF5 ERF3b

Figura 29 Secuencia del efecto de tolerancia del herbicida Paraquat en lineas transgénicas en comparacion con la
linea silvestre. a) Plantas control, b) Efecto del Paraquat en plantas después de 24h de su aspersion, c) Efecto del
Paraquat en plantas después de 48h de su aspersion, d) Efecto del Paraquat en plantas después de 7 dias de su
aspersion e) y f) Efecto del Paraquat en plantas, después de 14 dias de su aspersion, recuperacion.
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6.9.3. Analisis de tolerancia a la infecciéon de B. cinerea

Plantas WT y transgénicas se infectaron con esporas de B. cinerea, se monitored
el proceso de la infeccion en plantas hasta el dia 5, los resultados muestran que
las lineas transgénicas presentaron una mayor tolerancia a la infeccion, apenas
desarrollando sintomas de enfermedad en las hojas (Figura 30a) y presentando un
area de infeccion menor al 1% (Figura 30b), representado por una pequefa
mancha necroética en el sitio de infeccion, mientras que la linea silvestre ha
desarrollado los sintomas de la enfermedad partir de las 48h de la inoculacion,
alcanzando un avance de infeccion que cubre el 40% del area de las hojas para el

dia cinco, con crecimiento de micelio, esporulaciéon del hongo y clorosis en las
hojas.

Infeccion de hoja de B. cinerea

50-
40-
30+
20-
10-
2.0+
1.5-
1.0-
0.5
0.0

WT

ERF5

de infeccién (%)

Area

ERF3b

Figura 30 Tolerancia a la infeccion de Botrytis cinerea en plantas transgénicas comparadas con la linea silvestre 5
dias después de la inoculacién. a) Infeccion foliar de B. cinerea, b) Porcentaje del area de infecciéon. Los valores
representan la media, las diferencias estadisticas fueron determinadas con ANOVA de una via, seguido por una

prueba de Tukey (a= 0.05), donde las medias con misma letra no son significativamente diferentes, y las barras de

error indican la desviacion estandar de 5 repeticiones por duplicado.
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7. Discusion

Diversos estudios se han centrado en obtener informacion acerca del papel de los
FT en diversos procesos de regulacién en respuesta a diferentes condiciones de
estrés en planta y en la ultima década en aquellos que pertenecen a la familia
AP2/ERF, como los ERF. De acuerdo con los antecedentes se ha demostrado que
tienen una importante participacion en respuesta a estrés abiotico y bidtico (Xu et
al., 2008; Mizoi et al., 2012; Licausi et al., 2013), pues se induce su expresion en
condiciones estresantes y se ha probado que su sobreexpresion promueve la

tolerancia a diferentes tipos de estreés.

7.1. Expresion espacio-temporal de factores ERF en diferentes

tratamientos de estrés en plantas silvestre de tomate

Los genes de los factores ERF1, ERF3b y ERF5 fueron inducidos en condiciones
de deshidratacion y salinidad, atribuyendo esto a una participacion en la
regulacion de la respuesta de defensa a estas condiciones de estrés abidtico. Se
ha reportado que ERF1 es inducido en condiciones de sequia en plantas de
tabaco y tomate (Zhang et al., 2005; Sharma et al., 2010), este factor ademas
presenta una alta homologia con ERF1 de Arabidopsis, el cual contribuye en la
respuesta de defensa en condiciones de salinidad, sequia y temperaturas
elevadas (Mao et al., 2016), asi como ERF1 de trigo considerado un regulador
positivo en la respuesta al estrés salino (Schmidt et al., 2013). ERF3b es
clasificado como un represor transcripcional al contener en su estructura un motivo
EAR asociado a la represion de genes (Kagale y Rozwadowski, 2011); por lo que
suponemos que este factor regula negativamente la repuesta de defensa a
condiciones abiéticas, se ha reportado que ERF3b se induce en condiciones de
sequia, asi como bajas temperaturas (Chen et al.,, 2008), ademas diversos
represores ERF juegan diferentes papeles durante el crecimiento y desarrollo de la
planta, asi como en respuesta al estrés ambiental, como AtERF4 (Yang et al.,
2005), en respuesta a estrés salino y sequia GmERF3 (Zhang et al., 2009). Se ha
reportado que el factor ERF5 se induce en condiciones de estrés abidtico, como

salinidad, sequia, anegamiento, calor y por heridas en plantas de tomate (Pan et
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al., 2012), ademas este factor estd altamente relacionado en secuencia de
aminoacidos con NtERF4, NsERF4 y CaEREBP-C4 (Chuang et al., 2010), y se ha
reportado que NtERF4 se induce fuertemente en condiciones de salinidad (Cao et
al., 2006), por lo que podemos atribuir su participacibn en la respuesta a

condiciones de estrés abidtico.

De acuerdo con Ma y Bohnert (2007) un analisis en el perfil transcripcional de
genes relacionados con el estrés en Arabidopsis, mostr6 que diversos FT
presentan una participacion dual ante diferentes condiciones de estrés biotico y
abidtico y son pocos aquellos que son especificos a una condicién Unica, por lo
gue observamos una diversa participacion de los factores ERF en respuesta a

diferentes condiciones.

La trehalosa es un disacarido que se ha propuesto como un elicitor de la
respuesta inmune en plantas (Fernandez et al., 2010), se ha reportado que este
disacarido induce la respuesta inmune contra patégenos en plantas; como
Blumeria graminis f. sp. Tritici en trigo y el virus del mosaico del tabaco en
Arabidopsis e inducir genes PR (Reignault et al., 2001; Tayeh et al., 2014; Golem
y Cluver, 2003; Schluepmann et al.,, 2004). De acuerdo con los resultados los
factores ERF1, ERF3b y ERF5 se inducen en presencia del disacéarido, por lo que
asumimos se encuentran involucrados en la defensa contra el estrés biético, sin
embargo, bajo esta condicion, el factor ERF3b se reprime considerablemente
después de 30 minutos de haber sido inducido, por lo que podria tener un papel
modulador mas complejo en la respuesta de defensa durante los procesos de
infeccion. Se ha reportado que ERF1 contribuye en la defensa contra patégenos
como B. cinerea, Plectosphaerella cucumerina (Berrocal-Lobo et al., 2002) y
Fusarium oxysporum (Berrocal-Lobo y Molina, 2004), en cuanto a ERF3b se ha
descrito su participacion en la respuesta en estrés abiotico, pero no en cuanto al
estrés bibtico, se ha reportado que la sobreexpresion de represores como
GmERF3 y NtERF3 promueven la resistencia a patégenos en plantas de tabaco
(Zhang et al., 2009; Ogata et al., 2012). También que la sobreexpresion de ERF5
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en Arabidopsis induce la expresion de genes involucrados en las vias de

sefalizacion de resistencia a enfermedades (Chuang et al., 2010).

7.2. Caracteristicas de las lineas transgénicas

Las lineas transgénicas con el transgen ERF1, presentaron cambios fenotipicos
como bajo contenido de semillas y frutos mas alargados, sin embargo al segregar
la linea homociga para la amplificacion de semillas, las plantas presentaron
defectos en el desarrollo de raiz y no se lograron obtener plantas adultas; de
acuerdo con Solano y colaboradores (1998), la sobreexpresion homoéloga de ERF1
de Arabidopsis causa enanismo, inhibicion del hipocotilo y elongacién celular,
escases de semillas y un exagerado gancho apical; tomando en cuenta que
resultados del andlisis tipo BLAST en la base de datos Plant Transcription Factor
(PlantTFDBA4.0), ERF1 de S. lycopersicum presenta una alta similitud con ERF1 de
A. thaliana, por lo que podriamos suponer que estos efectos se deben a la
sobreexpresion del factor ERF1, sin embargo, cuando se analiz6 la expresion de
los genes de interés en un filial anterior, la expresion del gen de resistencia fue
muy baja con respecto al housekeeping EF71a, mientras que para el transgen
AMV-ERF1, asi como para el gen enddégeno ERF1 no se logré visualizar su
expresion; por lo que podriamos suponer que para este factor de transcripcioén, su
expresion se encuentra altamente regulada considerando la duplicacién de genes
en la planta, ademas se ha reportado anteriormente que las plantas tienen la
capacidad de reconocer y modificar estas secuencias homologas, dando lugar a
su inactivacién, mediante el proceso llamado silenciamiento de genes
dependientes de homologia (HDGS por sus siglas en inglés), en donde el transgen
puede co-suprimir su propia expresion, asi como la del gen homélogo endbgeno a
nivel transcripcional o post-transcripcional (Cogoni et al.,, 1994; Sijen y Kooter,
2000). En tomate se ha reportado que la introduccion de una secuencia trunca del
gen que codifica para la poligalacturonasa mostré ser suficiente para silenciar el
gen endogeno (Smith et al.,, 1990). Ademas de no observar la expresion de los
factores de transcripcion ERF1, enddgeno y transgen también se observo una baja

81



expresion del gen de seleccion NPTIl y de acuerdo a Cogoni et al., 1994, se ha
reportado que la introduccion de una secuencia trunca del gen de la Nopalina
sintasa (Nos), asi como del gen de resistencia a kanamicina son ejemplos de co-
supresion, lo que inactiva su expresion en plantas tabaco (Cogoni et al., 1994), sin
embargo para conocer la razon por la cual se dieron dichos resultados, es

necesario realizar otros experimentos.

Se ha reportado que ERF5 y ERF3b poseen una importante participacion en
procesos de regulacion en la maduracion de frutos de tomate (Liu et al., 2016). De
acuerdo con los resultados, observamos que la linea transgénica ERF3b presenta
frutos mas grandes y con mayor numero de semillas con respecto a la linea
transgénica ERF5 y WT, esto nos hace suponer que ERF3b participa en una
fuerte regulacion negativa en promover el desarrollo del fruto, asi como del
contenido de semillas, y no solo como un factor implicado en el proceso de
maduracion de fruto y la acumulacion de compuestos carotenoides (Liu et al.,
2016). El tamaiio final del fruto se encuentra fuertemente regulado por giberelinas
y auxinas, hormonas que participan en promover la divisién celular en las primeras
etapas del desarrollo del fruto y la formacion de semillas (Srivastava y Handa,
2005), ademas el niumero de semilla se ha relacionado con el tamario final de fruto
desde hace varias décadas (Varga y Bruinsma en 1976); cabe mencionar que
ambos factores ERF5 y ERF3b son regulados por hormonas como Et y Aux
aumentando sus niveles de expresion (Pirrello et al., 2012); y considerando que
los niveles de Et en las primeras etapas de desarrollo del fruto son bajos e
incrementan en la etapa de maduracion del mismo (Srivastava y Handa, 2005),
suponemos que el efecto en el desarrollo del fruto es llevado a cabo por una via
de respuesta a auxinas, donde se involucra la participacion de factores de la
familia AP2/ERF, como ERF3b, aparte de la participacion de los factores de
transcripcion de respuesta a auxina (ARF) (Catala et al., 2000). Tomando en
cuenta que la sobreexpresion de ERF3b en las lineas transgénicas da lugar a
frutos mas grandes con mayor contenido de semillas, la regulacion negativa de

este factor influye en otro proceso fisiolégico importante en tomate y es posible
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considerar este factor como un gen potencial a emplearse para el mejoramiento de

cultivos agricolas de interés.

En cambio la sobreexpresibn de ERF5 no produce cambios fenotipicos con
respecto al fruto, aunque se ha demostrado su participacion en el proceso de
maduracion (Liu et al., 2016), por otra parte las lineas ERF5 y ERF3b presentan
floracion temprana, hasta 23 dias antes con respecto a la linea silvestre y de
acuerdo a Pirrello et al., (2012) estos dos factores se expresan en flor, atribuyendo
un papel en su desarrollo principalmente ERF3b, ademas se ha reportado que la
sobreexpresion del represor SIERF36 en tabaco promueve floracion temprana
(Upadhyay et al.,, 2013), por lo que podriamos atribuir este efecto a la
sobreexpresion de los factores ERF5 y ERF3b.

La sobreexpresion de ERF5 y ERF3b induce la expresion de genes relacionados
con el estrés como P5CS y APX, los cuales estan implicados en promover la
tolerancia en plantas (Ashraf y Foolad, 2007; Kavi Kishor et al., 2015; Wang et al.,
2005; Gadea et al., 1999), atribuyendo dicho resultado a un aumento en los
niveles de prolina y enzimas antioxidantes, cabe mencionar que ERF3b actua
como regulador positivo de ERF5 incrementando su expresion en la linea
transgénica ERF3b, mientras que la expresion de ERF3b en la linea transgénica
ERF5 se incrementd, sin embargo podemos decir que ERF3b regula
preferencialemente la expresion de ERF5, mientras ERF5 debilmente induce la
expresion de ERF3b.

7.3. Efecto de la germinacidon en condiciones de estrés

La germinacién es una de las primeras y mas importantes etapas en el ciclo de
vida de las plantas que asegura la siguiente generacién (Pirrello et al., 2006;
Koornneef et al., 2002), bajo condiciones de estrés ésta puede retrasarse o
inhibirse completamente dependiendo de la intensidad del estrés y las bases
geneticas de la semilla (Foolad et al., 1999). La germinacion en tomate, asi como

en tabaco se ha reportado esta asociada a la degradacion y movilizacion de
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reservas; ademas de una interaccion entre la radicula embrionaria y la capa del
endospermo (Koornneef et al., 2002; Leubner-Metzger, 2003; Fait et al., 2006), asi
como el contenido de agua y la regulacion por hormonas como ABA y GA. Song et
al., (2005) y Pirrello et al., (2006), mecionan que la germinacion tambien involucra
una via dependiente de Et, donde factores de tipo ERF como AtERF7 y SIERF2,

estan altamente involucrados en el proceso.

El NaCl y el LiCl provocan un estrés salino el cual esta relacionado con el estrés
hidrico y la presencia de un exceso de iones (Na* y Li**), el sorbitol exhibe un
efecto que imita un estrés osmotico y limita la toma de agua debido a un bajo
potencial hidrico en el medio y el metil viologeno da lugar a un estrés oxidativo
generando principalmente superoxido (O, ) (Bus et al., 1974; Ashraf y Foolad,
2005; Gibson, 2005; Cortés y del Real, 2007; Aral et al., 2008; Wohlbach et al.,
2008). De acuerdo con los resultados observamos que la sobreexpresion de
ERF3b presenta una mayor tolerancia en el proceso de germinacion en todas las
condiciones de estrés, asi como una mayor velocidad y porcentaje de germinacion
en condiciones sin estrés, a diferencia de la linea transgénica ERF5 y WT que no

presentaron diferencias significativas en los tratamientos.

Con respecto a la linea ERF3Db, atribuimos su tolerancia a un posible incremento
en los niveles de prolina y de la ascorbato peroxidasa, ya que los genes P5CS y
APx se encuentran sobreexpresados. Se ha demostrado que el gen P5CS esta
involucrado en la sintesis de prolina, y su acumulacién en plantas en condiciones
de estrés, cuyo papel se ha relacionado como un estabilizador de las estructuras
celulares, ayuda a la eliminacién de radicales libres y actia como un amortiguador
celular con potencial redox, ademas induce la expresion de genes de respuesta al
estrés salino, se ha reportado que la sobreexpresion de P5CS en tabaco resulta
en una mayor tolerancia en condiciones de sequia y salinidad (Ashraf y Foolad,
2007; Kavi Kishor et al., 2015), la ascorbato peroxidasa es una enzima que se
induce en condiciones de estrés en plantas que dan lugar a un dafio oxidativo
como la exposicion a altos niveles de salinidad o el estrés por frio, debido a un

incremento de especies reactivas de oxigeno, ademas se ha reportado que el
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estrés salino en tomate eleva los niveles de enzimas antioxidantes citosolicas
como APx, SOD entre otras, en especies tolerantes, por lo que se ha reportado
que juegan un papel clave en la germinacién eliminando la produccién de H,O,
gue se genera durante la etapa de imbibicion de la semilla, protegiendola del dafio
oxidativo (Wang et al., 2005; Gadea et al., 1999). De acuerdo a lo reportado por
Miller et al., (2007) mutantes en APXx citosdlica da lugar a una mayor sensibilidad
al estrés oxidativo y un retraso en el crecimiento en Arabidopsis. En cuanto a la
linea transgenica ERF5 no mostrd tolerancia en condiciones de estrés, fenotipo

que podria deberse a una desregulacion de genes implicados en la germinacion.

Como se mencioné anteriormente, ERF3b es un represor de la transcripcion al
igual que AtERF4, por lo que podriamos suponer un efecto similiar de ERF3b en
tomate. Se ha reportado que AtERF4 promueve una disminucién en las
concentraciones de ABA para dar lugar al rompimiento de la dormancia (Yang et
al., 2005), asi como AtERF12 que actia como un regulador negativo de la
dormancia de la semilla, en una via indepenciate de GA y ABA (Li et al., 2019).
Ademas a diferencia de SIERF3b, AtERF4 presenta mayor sensiblilidad a
condiciones de estrés impuestas por el cloruro de sodio, por lo que suponemos
gue existe una regulacién que difiere en plantas sobreexpresantes de ERF3b en
tomate que continua en la cascada de regulacién. Se ha reportado que la SOD se
induce en la etapa de imbibicién, cuando se produce una alta tasa respiratoria, sin
embargo en semillas bajo condiciones de estrés su actividad disminuye (Gidrol et
al., 1994); por lo que podriamos atribuir que la tolerancia de la linea ERF3b esta
ligada a la actividad de enzimas antioxidantes como SOD y APX, y posiblemente la
linea ERF5 presenta una desregulacion en SOD, pues se ha reportado que un
desbalance en la concentracion de SOD y APX, diminuye la capacidad de
detoxificacion promoviendo la inactivacion de estas enzimas que se encuentran
altamente relacionadas al trabajar en conjunto y eliminar el O, y H,O, por SOD,
APXx (Shigeoka et al., 2002).

7.4. Efecto del estrés en lineas transgénicas sobreexpresantes de los ERF
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7.4.1. Contenido de clorofila en condiciones de estrés

La fotosintesis es uno de los procesos vitales mas importantes que influyen en el
crecimiento y desarrollo de las plantas, ya que es donde se genera la energia
quimica necesaria para llevar a cabo diferentes procesos metabdlicos, sin
embargo esto no seria posible si la luz no es absorbida por los pigmentos antenas,
los cuales transfieren la energia de excitacién al centro de reaccion de los dos
fotosistemas, considerando que méas del 90% del quanta de luz absorbida es
utilizada para la fotosintesis (Krause, 1991; Ashraf y Harris, 2013). Los pigmentos
antena estan conformados por clorofila y carotenos que interactiian con proteinas
y conforman la antena receptora de luz; donde la energia luminica es absorbida,
transferida y balanceada hacia los centros de reaccion (Lichtenthaler y Rinderle,
1988). La clorofila a (chla) y clorofila b (chlb) son algunos de los pigmentos mas
importantes, considerandose a la chla el principal receptor de luz, por lo que
cambios en su concentracion y fluorescencia podrian considerarse como un
indicador de estrés, ya que se ha reportado que bajo condiciones de estrés hidrico
y salino se compromete de manera importante la fotosintesis, debido a un exceso
en la generacién y acumulacion de ROS que causa dafio oxidativo en el
apoplasto, interfiriendo en el flujo de iones que en consecuencia da lugar al
deterioro de la maquinaria fotosintética, produciendo cambios en los componentes
y pigmentos fotosintéticos como la clorofila, que forma parte importante del centro
de reaccion del fotosistema Il (Chen y Murata, 2002; Farooq et al., 2008; Saibo et
al., 2008; Golldack et al., 2014; Ayaz et al., 2015).

De acuerdo con nuestros resultados, observamos gque en condiciones sin estrés,
el contenido de clorofila total (chl a+b) no presentan diferencias significativas entre
la linea WT vy las lineas transgeénicas, por lo que podriamos suponer que, el efecto
de la sobreexpresion de los factores ERF5 y ERF3b en las lineas transgénicas no
estan involucrados en la sintesis de pigmentos fotosintéticos como la clorofila, sin
embargo se ha reportado que tienen una participacion en su degradacion durante

la maduracién del fruto en tomate y ERF3b en la acumulacién de carotenos (Liu et
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al., 2016). En situaciones de estrés, observamos que en condiciones de sequia las
concentraciones de clorofila sufren ligeros cambios, sin embargo, esto no son
significativos entre la linea WT y las lineas transgénicas, ademas no se presenta
una disminucién que nos haga sugerir que bajo estas condiciones los niveles de
chl a+b se vean afectados por el estrés hidrico. El efecto en condiciones de
salinidad con NaCl en la primera semana se observa un incremento en el
contenido de chlb en la linea silvestre y ERF3b, mientras se reduce
significativamente en la linea ERF5, cuando el estrés se prolonga hasta la semana
dos observamos que el contenido de chl a+b es significativamente menor en la
WT vy las lineas transgénicas se recuperan, lo que sugiere que se encuentran mas
protegidas, debido a que el cloruro de sodio genera un estrés osmético que
cuando se prolonga da lugar a un estrés oxidativo y ademas se establece un
efecto de ion toxico por Na* y CI, los cuales se acumulan en el cloroplasto
promoviendo la degradacion clorofila a y b por niveles elevados de catién de Na*
(Ashraf y Harris, 2013); por lo que suponemos que el papel de los factores, esta
relacionado en la proteccién con ayuda de un sistema antioxidativo eficiente que
no permite la generacion y acumulacion de ROS, ademas de la detoxificacion de
iones que estan implicados en la degradacion de la clorofila y la proteccion de
moléculas como la participacién de osmolitos y enzimas antioxidantes. El estrés
ocasionado por LiCl resulta interesante, pues se sabe que el Li** cuando se
acumula en plantas provoca un deterioro en el organismo por su elevada
toxicidad, se ha reportado que este compite con otros elementos esenciales como
el Mg** y el A**, ademas de interactuar con el Na* y el K*, asi como enzimas que
requieren Mg®* como cofactor (Aral et al., 2008) esto sugiere que el efecto
observado en plantas de tomate tanto en lineas transgénicas y silvestre pude
deberse por efecto de acumulacion de litio mas que por el efecto salino, razon por
la que observamos un menor contenido de Chl atb desde la primera semana
principalmente en la linea silvestre, mientras que para la segunda semana la linea
WT y ERF3b presentan una mayor reduccion en la concentracion de chl a+b con
respecto a la linea ERF5, esta reduccion puede deberse al estrés oxidativo que se

presenta en las células seguido de un efecto por el Li**, que podria estar
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compitiendo con el Mg** de las moléculas de clorofila, asi como enzimas que
dependen de este cofactor, lo que disminuye su acumulacion en plantas y
contribuye en limitar la captura de luz y en consecuencia afectar la transduccion
de la energia (Ohmiya et al., 2014). Con esto podemos decir que la acumulacién
de clorofila en las lineas transgénicas en condiciones de salinidad es mayor con
respecto a la linea silvestre por o que asumimos que los niveles de expresion de
P5CS y APx en las lineas transgénicas promueve una menor degradacion de esta
molécula, ya ha sido reportado que la prolina, asi como la ascorbato peroxidasa se
encargan de proteger y estabilizar estructuras subcelulares, eliminacion de
radicales libres y asi promover un ajuste osmotico, por lo que se ha propuesto que
una acumulacién de clorofila es considerado un potencial bioquimico que indica
tolerancia a salinidad en diferentes cultivos (Ashraf y Foolad, 2007; Ashraf y
Harris, 2013; Kavi Kishor et al., 2015). También existen reportes de la
sobreexpresion de StBREB en papa que promueve la tolerancia salina asociada a
un incremento en los niveles de expresiéon de P5CS, ademas de un mayor
contenido de clorofila (Bouaziz et al., 2015), mientras que la sobreexpresion de
TERF2 induce tolerancia al frio en tabaco, tomate y arroz induciendo la expresion
del gen P5CS y promoviendo la acumulacion de prolina, asi como una reduccién
de ROS y la acumulacién de clorofila (Tian et al., 2011), en trigo la sobrexpresion
de TaERF3 promueve tolerancia a condiciones de salinidad, atribuyendo esto a
altos niveles de prolina y contenido de clorofila asi como la eliminacion de H,0,
(Rong et al., 2014).

7.4.2. Contenido de MDA en condiciones de estrés

El estrés hidrico, asi como el estrés salino estimulan la generacion y acumulacion
de ROS en plantas, desencadenando un estrés oxidativo (Shanker et al., 2014;
Cortés y del Real, 2007; Albacete et al., 2008). Se cree que el estrés oxidativo es
una de las principales causas de dafio y muerte de la célula. Durante la primera
etapa de esta condicion, las ROS interactian directamente con proteinas,

aminoacidos, acidos nucleicos y da lugar a la peroxidacion de lipidos, en la

88



segunda fase se presenta una cadena de reaccion de peroxidacion de lipidos, lo
que resulta en productos de escision de reaccion quimica como alcanos,
aldehidos, cetonas entre otros, que presentan un potencial toxico natural (Sunkar
et al., 2003). El malondialdehido es un compuesto que se emplea para determinar
el dafio potencial que ocurre en las membranas celulares, es un compuesto volatil
de bajo peso molecular, de cadena corta y moderadamente &cido que se forma
como un producto final de la peroxidacion de lipidos (Janero, 1990).

De acuerdo con los resultados observamos que las lineas transgénicas
presentaron menores concentraciones de MDA en la primera semana en la linea
ERF3b, mientras que para la segunda semana las menores concentraciones se
presentaron en la linea ERF5 seguida de ERF3b en condiciones de sequia y
salinidad. Las plantas han desarrollado estrategias para contender con el estrés
oxidativo, cuya funcion se centra en eliminar las ROS y sus productos toxicos, esta
maquinaria comprende un sistema antioxidante enzimatico que incluye la
superoxido dismutasa, catalasa, ascorbato peroxidasa, glutation reductasa entre
otras; y un sistema no enzimatico que incluye el &cido ascorbico, vitamina E,
glutatién reducido, entre otros (Sunkar et al., 2003; Kwon et al., 2002; Koyro et al.,
2012), por lo que la respuesta antioxidante parece ser una parte integral de la
tolerancia en plantas en respuesta a diferentes condiciones de estrés (Najami et
al., 2007). En especies de tomate tolerantes a la salinidad se ha reportado una
sobrerregulacion en la actividad enzimética, generalmente de ascorbato
peroxidasa que juega un papel importante en el metabolismo de H,O, en H,0,
considerandose componentes clave para prevenir el estrés oxidativo (Najami et
al., 2007; Shigeoka et al., 2002).

De acuerdo al analisis de expresion en las lineas transgénicas, se observo que la
sobreexpresion de ERF5 y ERF3b inducen la expresion de genes como P5CS
involucrado directamente en la sintesis de prolina y APx que participa en la
eliminacién de ROS, con estos datos podemos atribuir que las concentraciones
menores de MDA en las lineas transgénicas se debe a la sobrerregulacion de

estos genes de respuesta al estrés, lo que promueve su proteccion, aun cuando el
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mayor dafio oxidativo se presenta en condiciones de sequia, se ha reportado que
un déficit hidrico progresivo afecta adversamente la fotosintesis, a nivel celular
provoca cambios perjudiciales en los componentes celulares, un bajo potencial de
agua reduce la hidratacion de biomoléculas tales como proteinas, lo que ocasiona
su desnaturalizacion y desorganizacion de las membranas (Koyro et al., 2012;
Redondo-Gomez, 2013; Cominelli et al., 2013). Por lo que consideramos que la
regulacion de P5CS y APx estan relacionadas con menores contenidos de MDA

en plantas transgénicas.

En condiciones de salinidad por NaCl, observamos que las lineas transgénicas
ERF5 y ERF3b presenta el menor contenido de MDA en la primera semana, sin
embargo en la segunda semana la linea ERF3b presenta mayor contenido de
MDA, presentando concentraciones similares que en condiciones de sequia,
mientras que ERF5 presenta los niveles mas bajos de oxidacion de las
condiciones de estrés, lo que nos hace suponer que presenta una mayor
participacion respuesta ante esta condicion, si bien el estrés salino da lugar a un
estrés osmotico en los primeros dias de estrés, en la segunda fase se caracteriza
por efectos de ion toxico acompafiado de un estrés oxidativo (Albacete et al.,
2008), suponemos que, el estrés hidrico es menor en esta condicion lo que hace
gue la linea ERF5 promueva una mejor respuesta en un estrés prolongado contra
el estrés oxidativo, a diferencia en condiciones de estrés por sequia donde los
efectos son mas drasticos y la respuesta parece no ser eficiente, esto se puede
observar nuevamente en el estrés salino por LiCl, donde en la primera semana el
estrés osmotico no ocasiona ningun cambio en la acumulacién MDA, pero cuando
el estrés se prolonga el efecto de ion toxico y el estrés oxidativo, se induce un
incremento en el contenido de MDA.
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7.4.3. Tolerancia al herbicida Paraquat

El Paraquat en plantas ocasiona una falla en el transporte de electrones en la
fotosintesis por competencia y disminucién del NADPH, altera las estructuras de
los tilacoides, degradacién de clorofila e induce peroxidacion lipidica que ocasiona
una ruptura en la membrana celular y fuga de electrolitos, ademas del cierre de
estomas que limita la toma de CO, y en consecuencia la inactivacion del ciclo de
Calvin necesario para la fijacion del carbono (Kirtikara y Talbot, 1996; Perl et al.,
1993). En nuestro trabajo observamos que una concentracién de 100uM las lineas
transgénicas presentan mayor tolerancia y se recuperan en el transcurso de dos
semanas, después de una semana de exposicion, atribuyendo su tolerancia a la
sobreexpresion de los factores ERF5 y ERF3b que regulan la expresion de genes
implicados con el estrés, atribuyendo una alta participacion de P5CS y APx en
promover la tolerancia al herbicida. Se ha reportado que concentraciones de 10uM
de Paraquat ocasiona un dafio irreversible en plantas de tomate de 8-10 semanas
(Kirtikara y Talbot, 1996). De acuerdo a los antecedentes, se ha reportado que
callos de tabaco tolerantes al Paraquat presenta una elevada actividad de SOD
(Furusawa et al., 1984) y la sobreexpresién de enzimas como APx y SOD en
conjunto en tabaco incrementan la proteccion a las membranas en presencia de
metil viologeno (Kown et al., 2002), ademas en plantas de papa sobreexpresantes
de SOD de tomate, promueven una elevada tolerancia al MV (Perl et al., 1993),
mostrando que un incrementé en la actividad de enzimas antioxidantes promueve
la tolerancia al estrés oxidativo, aparte de que se sabe que SOD y APX se
encuentran altamente relacionadas en trabajar conjuntamente para eliminar las

ROS que se generan en planta (Najami et al., 2007; Kwon et al., 2002).

7.4.4. Tolerancia a la infeccién de B. cinerea

B. cinerea es uno de los patdogenos de plantas mas importante en la agricultura,
presenta un amplio rango de hospederos capaz de afectar a mas de 200 especies
vegetales, causa pérdidas antes y después de la cosecha, y se estima que afecta
alrededor del 20% de los cultivos a nivel mundial (Benito et al., 2000; Williamson et
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al., 2007; Dean et al., 2012, Smit et al., 2014; Nakajima y Akutsu et al., 2014).
Antecedentes muestran que la resistencia a este hongo necrotréfico esta
relacionado con una via dependiente de JA/Et (Zhang et al., 2016; El Oirdi et al.,
2011; Lu et al., 2013). De acuerdo a los resultados observamos que las lineas
transgénicas de ERF5 y ERF3b presentan una elevada resistencia a la infeccion
por B. cinerea, atribuyendo este resultado a la sobreexpresion de estos factores
de transcripcion, pues de acuerdo a Zhang et al., (2015 y 2016) la sobreexpresion
de AtERF15 y AtERF014 estdn implicados en la tolerancia a la infeccion de B.
cinerea y P. syringae, AtERF15 por su regulacion en respuesta por vias de
sefalizacion por JA/Et y SA, mientras que AtERFO014 por su regulaciéon en
respuesta a SA y la induccion de genes involucrados con la biosintesis y
deposicion de pectina en la pared celular actuando como una barrera estructural
que promueve la resistencia a P. syringae, ademas de inducir la expresion de
genes de defensas (PR). La sobreexpresion de AaERF1 en Arabidosis, induce la
expresion de genes marcadores de defesa como PLANT DEFENSIN1.2 (PDF1.2)

y quitinasas basicas (ChiB).

Linea transgénica ERF3b presentan una elevada resistencia al hongo, se ha
reportado que la sobrexpresién del represor AtERF4 induce resistencia hacia
Fusarium oxysporum (McGranth et al., 2005; Yang et al., 2005), presentado una
regulacidon negativa en respuesta a la expresion de genes de defensa. Se ha
reportado que AtERF3/4/7 son genes redundantes en Arabidopsis y presentan alta
homologia con ERF3b (Li et al., 2019; Pan et al., 2010) por lo que supondriamos
funciones similares. Ademas, se ha reportado que la sobrexpresion del represor
DEAR1 (Maruyama et al., 2013) reprime la expresion de ERF9 promoviendo la
tolerancia a B. cinerea en Arabidopsis. En cuanto a la sobreexpresion de ERF3b
podemos decir que regula positivamente la tolerancia a B. cinerea, pero se sabe
poco en como se lleva a cabo su regulacion, si ERF3b esta implicado en modular
la respuesta entre estrés bibtico y abidtico, y considerando que se comporta como
el represor AtERF4, suponemos entonces que ERF3b reprime genes de respuesta
a patdgenos en condiciones de estrés abibtico, y cuando se reprime en presencia

de trehalosa exdgena, los genes que se reprimian quedan “disponibles” para ser
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transcritos por los activadores transcripcionales. Cabe destacar que en la linea
sobreexpresante ERF3b suponemos que estos genes de respuesta a patdogenos
estan “inactivos” por su efecto represor y esto disminuiria en la tolerancia a las
condiciones de estrés, sin embargo en las lineas ERF3b observamos que ERF5
se induce significativamente por lo que atribuimos que la tolerancia en estas lineas
se debe a la regulacion negativa de ERF3b desencadena la induccion de ERF5 y
en consecuencia la expresion de genes de relacionados con la defensa contra

patogenos.

La sobreexpresion de ERF5 al igual que el factor ERF3b incrementa también la
tolerancia a B. cinerea, demostrando que la sobreexpresion de esta clase de
factores, promueve la tolerancia a diferentes condiciones de estrés, en el caso del
factor ERF5 solo se ha reportado estar implicado en la respuesta condiciones de
estrés abidtico como sequia y salinidad, analisis filogenéticos realizados por Pan
et al (2012) relaciona a este factor con AtERF5 y AtERF6 de Arabidosis, y de
acuerdo a Moffat et al., (2012), sugieren que estos dos factores actlan como
reguladores positivos en respuesta de defensa mediada por la via JA, y su
sobreexpresion promueve la tolerancia a la infeccion de B. cinerea en Arabidopsis,
promoviendo la induccion de genes como PDF1.1,PDF1.3, PDF1.2a,b y ¢, PR4
entre otros, mientras que Son et al.,, (2012) muestra que AtERF5 regula
negativamente genes de respuesta a quitina pero regula positivamente genes de
la via de SA. Por lo que podemos suponer que la sobreexpresion de ERF5 en
tomate se basa en inducir una respuesta de defensa efectiva al regular genes de
la respuesta a JA/ET y detener a B. cinerea en el inicio de la infecciébn cuando
tiene la capacidad de manipular los mecanismos de defensa en tomate
promoviendo una respuesta que induce una via de sefalizacion por SA (El Ordi et
al., 2011).
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8. Conclusiones

Los factores ERF1, ERF3b y ERF5 se inducen y presentan un patrén de expresion
diferencial en condiciones de estrés abiotico dado por salinidad y deshidratacion,
asi como en presencia del disacéarido trehalosa, donde ERF3b es reprimido en

planta silvestre de tomate.

El factor ERF3b podria ser un modulador de la respuesta al estrés bidtico y

abidtico en planta silvestre de tomate

La sobrexpresion de ERF3b y ERF5 promueve floracion temprana en plantas
transgénicas de tomate. Y la sobreexpresion de ERF3b genera frutos de tomate

mas grandes, de mayor peso y contenido de semillas.

La sobrexpresion de ERF3b y ERF5 incrementa la expresion de genes de
respuesta al estrés como P5CS y APx; ademas ERF3b reprime significativamente
la expresiéon de ERF5, mientras ERF5 induce la expresion de ERF3b, esto en

lineas transgénicas ERF3b y ERF5 respectivamente.

La sobrexpresion de ERF3b incrementa la germinacion en diferentes condiciones

de estrés osmdtico, salino y oxidativo.

Las lineas transgénicas ERF3b y ERF5 presentan mayor tolerancia al estrés
oxidativo dado por sequia, salinidad y en presencia de metil viologeno (Paraquat),
ademas presentan mayor contenido de clorofila en condiciones de salinidad dado
por NaCl y LiCl.

Las lineas transgénicas ERF3b y ERF5 presentan menor susceptibilidad a la

infeccién por B. cinerea.
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9. Perspectivas

Evaluar la susceptibilidad al ataque por agentes causales de enfermedades de tipo

bacteriano (Clavibacter michiganensis y Pseudomonas syringae pv. tomato).

Realizar cruzas de Solanum lycopersicum con variedades comerciales de tomate y

evaluar la tolerancia al estrés biotico y abiético en la generacion filial.
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11. Anexos
11.1. Secuencia nucleotidica de los factores ERF (GenBank)

>ERF1 (S1-ERF.A.2) (AY192367)
ATGTATCAACTTCCCACTTCTACTGAGTTAACTTTTTTTCCGGCAGAATTCCCGGTGTATTGCCGG
AGTTCAAGTTTCAGTAGTCTCATGCCATGTTTAACCGAATCATGGGGTGACTTGCCGTTAAAAGTT
AACGATTCCGAAGATATGGTAATTTATGGGTTTCTACAAGACGCTTTTAGTATCGGATGGACGCCG
TCAAATTTAACGTCCGAGGAAGTGAAACTCGAGCCGAGGGAGGAGATTGAGCCAGCTATGAGTACT
TCTGTTTCTCCGCCGACAGTGGCTCCAGCGGCTTTGCAGCCTAAAGGAAGGCATTACAGGGGCGTT
AGACAAAGGCCATGGGGAAAATTTGCAGCGGAAATAAGAGATCCGGCTAAAAACGGCGCACGGGTT
TGGCTTGGAACTTACGAGTCGGCTGAGGAAGCCGCACTCGCTTATGGTAAAGCCGCTTTTAGGATG
CGCGGTACTAAGGCTCTATTGAATTTCCCGCATAGAATTGGTTTAAATGAGCCGGAGCCGGTTAGA
GTGACGGTTAAGAGACGATTATCTGAATCGGCTAGTTCATCGGTATCATCAGCTTCGGAAAGTGGC
TCGCCTAAGAGGAGGAGAAAGGGTGTAGCGGCTAAGCAAGCCGAATTAGAAGTTGAGAGCCGGGGA
CCAAATGTTATGAAAGTTGGTTGCCAAATGTTCCAGTTGGCGAGCAGCTATTGGTTAGTTAAAATA
TGGAGCTAAG

>ERF3b (S1-ERF.F.5) (AY559314)

ATGGCAATGGTGAATTTAAATGGAATTTCGAAAGAGGTGCATTATAGAGGTGTAAGGAAGAGGCCA
TGGGGGAGATACGCGGCGGAGATTAGAGATCCTGGGAAAAAAAGTAGGGTTTGGTTAGGTACTTTC
GATACTGCGGAGGAGGCGGCTAGAGCTTATGATAACGCTGCTAGAGAATTTCGTGGAGCGAAAGCG
AAAACTAATTTTCCGAAATTAGAAATGGAAAAAGAGGAAGATCTGAAATTCGCTGTGAAAAATGAA
ATCAATCGGAGTCCGAGTCAGACTAGTACTGTGGAGTCATCGAGTCCGGTTATGGTTGATTCATCA
TCGCCGTTAGATCTAAGTCTCTGTGGATCAATCGGCGGGTTTAATCATCATACGGTTAAGTTCCCG
AGCTCCGGTGGAGGTTTTACCGGTTCGGTACAGGCGGTGAATCATATGTACTATATAGAAGCACTT
GCACGCGCCGGAGTTATAAAGTTAGAAACAAATCGGAAGAAAACGGTAGATTACCTCGGTGGTGGT
GACTCTGATTCATCAACGGTAATTGATTTTATGCGTGTTGACGTGAAATCAACCACCGCCGGTTTA
AATCTGGATCTCAACTTTCCTCCACCGGAAAACATGTGA

>ERF5 (S1-ERF. B.2) (AY559315)

ATGGGTTCTCCACAAGAGACTTGTACTTCACTTGATTTGATTAGGCAACATCTTTTTGATGAATCT
CTGGACCAGACTTGTTTCTCTTTTGAAACAACTCAAACTTCAAATCTTGATGACATCGCAAGCTTC
TTTAATGCTACTTCAAAAACAGAGTATGATGGTTTTTTCGAATTTGAGGCAAAACGACATGTTATC
CATTCAAATTCTCCGAAACAGAGTAACTTGAGAGAACGGAAGCCATCTCTGAACGTAGCAATACCG
GCGAAGCCTGTTGTTGTTGTAGAGAACGTTGAGATTGAGAAGAAGCATTACAGGGGAGTTAGACAG
AGGCCATGGGGGAAGTTTGCAGCGGAGATTCGTGACCCAAATAGAAAGGGGACTCGAGTTTGGTTA
GGAACATTTGATACTGCTGTGGATGCGGCAAAGGCATATGACAGGGCAGCGTTTAAGCTTAGAGGA
AGCAAAGCAATATTGAATTTCCCACTCGAAGTTGCAAACTTTAAGCAACAAAATGATGAGACTAAA
ACAGAGACGAAGTCGTCAGGCAGTAAAAGGGTGAGAGGAGAAACAGAGGAATTAGTAATCAAGAAG
GAAAGGAAAATAGAAGAAGAAAGAGTACTCCCAACGGCGGCGGCTCCATTAACACCGTCAAGTTGG
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TCGACGATTTGGGATGAAAAGGGTATTTTTGAGGTGCCACCATTGTCACCATTATCTCAGCTTGTT
ATGATATAA

>Pti4 (S1-ERF.A.3) (U89255)

ATGGATCAACAGTTACCACCGACGAACTTCCCGGTAGATTTTCCGGTGTATCGCCGGAATTCAAGC
TTCAGTCGTCTAATTCCCTGTTTAACTGAAAAATGGGGAGATTTACCACTAAAAGTCGACGATTCC
GAAGATATGGTAATTTACGGTCTATTAAAAGACGCTCTAAGCGTCGGATGGTCGCCGTTTAATTTC
ACCGCCGGCGAAGTAAAATCGGAGCCGAGAGAAGAAATTGAATCGTCGCCTGAATTTTCACCTTCT
CCGGCGGAGACCACGGCAGCTCCGGCGGCTGAAACACCGAAAGGAAGACATTATAGAGGCGTTAGA
CAGCGTCCGTGGGGGAAATTTGCGGCGGAGATTAGAGATCCGGCGAAGAACGGAGCTAGGGTTTGG
CTTGGAACGTACGAAACAGCTGAAGAAGCTGCAATTGCTTATGATAAAGCTGCTTATAGAATGAGA
GGATCAAAAGCACATTTGAATTTCCCGCACCGGATCGGTTTGAATGAACCGGAACCGGTTCGAGTT
ACGGCGAAAAGGCGAGCATCGCCGGAACCGGCAAGCTCGTCGGGAAACGGTTCCATGAAACGGAGA
AGAAAAGCCGTTCAGAAATGTGATGGAGAAATGGCGAGTAGATCAAGTGTCATGCAAGTTGGATGT
CAAATTGAACAATTGACAGGTGTCCATCAACTATTGGTCATTTAA

11.2. Secuencias ERF de S. lycopersicum cv. Ailsa Craig
obtenidas mediante secuenciacion

>ERF1

ATGGCTCGAGTTTTTAGCAAGATGCTCTAGAATGTATCAACTTCCCACTTCTACTGAGTTAACTTT
TTTTCCGGCAGAATTCCCGGTGTATTGCCGGAGTTCAAGTTTCAGCAGTCTCATGCCATGTTTAAC
CGAATCATGGGGTGACTTGCCGTTAAAAGTTAACGATTCCGAAGATATGGTAATTTATGGGTTTCT
ACAAGACGCTTTTAGTATCGGATGGACGCCGTCAAATTTAACGTCCGAGGAAGTGAAACTCGAGCC
GAGGGAGGAGATTGAGCCAGCTATGT
GTACTTCTGTTTCTCCGCCGACAGTGGCTCCAGCGGCTTTGCAGCCTAAAGGAAGGCATTACAGGG
GCGTTAGACAAAGGCCATGGGGAAAATTTGCAGCGGAAATAAGAGATCCGGCTAAAAACGGCGCAC
GGGTTTGGCTTGGAACTTACGAGTCGGCTGAGGAAGCCGCACTCGCTTATGATAAAGCCGCTTTTA
GGATGCGCGGTACTAAGGCTCTATTGAATTCCCGCATAGAATTGGTTTAAATGAGCCGGAGCCGGT
TAGAGTGACGGTTAAGAGACGATTATCTGAATCGGCTAGTTCATCGGTATCATCAGCTTCGGAAAG
TGGCTCGCCTAAGAGGAGGAGAAAGGGTGTAGCGGCTAAGCAAGCCGAATTAGAAGTTGAGAGCCG
GGGACCAAATGTTATGAAAGTTGGTTGCCAAATGGAACAATTTCCAGTTGGCGAGCAGCTATTGGT
TAGTTAAAATATGGAGCTAAGGGTACCCCATCTTTCAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCC
ATGGAAAATCGATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCACGCTGTATATTAAAACTTATATTA
AGAACTATGCTAACCACCCTCATCAGAACCGTTGTAGGTGCGGTGGTTTTCTTGGCAATCGACTCT
CATGAAAACTACGAGCCTAAATATTCATATGATGCTTCTTGACAACTTTATCTGCATTTTTTTGGA
CGAGGATTAAGAAGCA
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>ERF3b

ATGGCTCGAGTTTTTAGCAAGATGCTCTAGAATGGCAATGGTGAATTTAAATGGAATTTCGAAAGA
GGTGCATTATAGAGGTGTAAGGAAGAGGCCATGGGGGAGATACGCGGCGGAGATTAGAGATCCTGG
GAAAAAAAGTAGGGTTTGGTTAGGTACTTTCGATACTGCGGAGGAGGCGGCTAGAGCTTATGATAA
CGCTGCTAGAGAATTTCGTGGAGCGAAAGCGAAAACTAATTTTCCGAAATTAGAAATGGAAAAAGA
GGAAGATCTGAAATTCGCTGTGAAAAATGAAATCAATCGGAGTCCGAGTCAGACTAGTACTGTGGA
GTCATCGAGTCCGGTTATGGTTGATTCATCATCGCCGTTAGATCTAAGTCTCTGTGGATCAATCGG
CGGGTTTAATCATCATACGGTTAAGTTCCCGAGCTCCGGTGGAGGTTTTACCGGTTCGGTAAGGCG
GTGAATCATATGTACTATATAGAAGCACTTGCACGCGCCGGAGTTATAAAGTTAGAAACAAATCGG
AAGAAAACGGTAGATTACCTCGGTGGTGGTGACTCTGATTCATCAACGGTAATTGATTTTATGCGT
GTTGACGTGAAATCAACCACCGCCGGTTTAAATCTGGATCTCAACTTTCCTCCACCGGAAAACATG
TGAGGTACCCCATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCGATGTTC
TTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGTATATTAAAACTTATATTAAGAACTATGCTAACCAC
CTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATCGACTCTCATGAAAACTACGAGC
TAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTATTCTGCATTTTTTTTTGAACGAGGTTTAGAGC
AAGCTTCAGAAACTGAGACAGGGAATTTTTTATTAAAAAAATTTAAATTTTGAAGAAAGTTCCAGG
TCATAGCATCCATTTTTTTGCTTTGCCAGTCTTCAGCATCTACCAAAAGAACGTCCTCTTTTGGGA
C

>ERF5

ATGCTCTAGATTCGGGATCCATGGGTTCTCCACAAGAGACTTGTACTTCACTTGATTTGATTAGGC
AACATCTTTTTGATGAATCTCTGGACCAGACTTGTTTCTCTTTTGAAACAACTCAAACTTCAAATC
TTGATGACATCGCAAGCTTCTTTAATGCTACTTCAAAAACAGAGTATGATGGTTTTTTCGAATTTG
AGGCAAAACGACATGTTATCCATTCAAATTCTCCGAAACAGAGTAACTTGAGAGAACGGAAGCCAT
CTCTGAACGTAGCAATACCGGCGAAGCCTGTTGTTGTTGTAGAGAACGTTGAGATTGAGAAGAAGC
ATTACAGGGGAGTTAGACAGAGGCCATGGGGGAAGTTTGCAGCGGAGATTCGTGACCCAAATAGAA
AGGGGACTCGAGTTTGGTTAGGAACATTTGATACTGCTGTGGATGCGGCAAAGGCATATGACAGGG
CAGCGTTTAAGCTTAGAGGAAGCAAAGCAATATTGAATTTCCCACTCGAAGTTGCAAACTTTAAGC
AACAAAATGATGAGACTAAAACAGAGATGAAGTCGTCAGGCAGTAAAAGGGTGAGAGGAGAAACAG
AGGAATTAGTAATCAAGAAGGAAAGGAAAATAGAAGAAGAAAGAGTACTCCCAACGGCGGCGGCTC
CATTAACACCGTCAAGTTGGTCGACGATTTGGGATGAAAAGGGTATTTTTTGAGGTGCCACCATTG
TCACCATTATCTCAGCTTGTTATGATATAAGGTACCCCAATCGGATCCCGGGCCCGTCGACTGCAG
AGGGCCTGCATGCAAGCTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTAGAGCCTTGGCGTAATCATGGTCATAG
CTGGTTCCTGTGTGAAATTGGTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCGGAAGCATAAGTG
TAAGGCTGGCGTACCTATGATGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCGCAATTACA
GGTCGGGGAACCTTGAATACATGAATAGC
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>Pti4

ATGGCTCGAGTTTTTAGCAAGATGCTCTAGAATGGATCAACAGTTACCACCGACGAACTTCCCGGT
AGATTTTCCGGTGTATCGCCGGAATTCAAGCTTCAGTCGTCTAATTCCCTGTTTAACTGAAAAATG
GGGAGATCTACCACTAAAAGTCGATGATTCCGAAGATATGGTAATTTACGGTCTATTAAAAGACGC
TCTAAGCGTCGGATGGTCGCCGTTTAATTTCACCGCCGGCGAAGTAAAATCGGAGCCGAGAGAAGA
AATTGAATCGTCGCTTGAATTTTCACCTTCTCCGGCGGAGACCACGGCAGCTCCGGCGGCTGAAAC
ACCGAAAGGAAGACATTATAGAGGCGTTAGACAGCGTCCGTGGGGGAAATTTGCGGCGGAGATTAG
AGATCCGGCGAAGAACGGAGCTAGGGTTTGGCTTGGAACGTACGAAACAGCTGAAGAAGCTGCAAT
TGCTTATGATAAAGCTGCTTATAGAATGAGAGGATCAAAAGCACATTTGAATTTCCCGCACCGGAT
CGGTTTGAATGAACCGGAACCGGTTCGAGTTACGGCGAAAAGGCGAGCATCGCCGGAACCGGCAAG
CTCGTCGGGAAACGGTTCCATGAAACGGAGAAGAAAAGCCGTTCAGAAATGTGATGGAGAAATGGC
GAGTAGATCAAGTGTCATGCAAGTTGAATGTCAAATTGAACAATTGACAGGTGTCCATCAACTATT
GGTCATTTAGGTACCCCATCTTTCTAGAAGATCTCCTACAATATTCTCAGCTGCCATGGAAAATCG
ATGTTCTTCTTTTATTCTCTCAAGATTTTCAGGCTGTATATTAAAACTTATATTAAGAACTATGCT
AACCACCTCATCAGGAACCGTTGTAGGTGGCGTGGGTTTTCTTGGCAATCGACTCTCATGAAAACT
ACGAGCTAAATATTCAATATGTTCCTCTTGACCAACTTTAATTCCTGCATTTTTTTTGACCGAAGG
ATTAGAGCCAGCCTTTCAAGCAAACTGGAGACAGGCAAGTTTATTCAAAAATTTCAAATTTTGCAG
GGAAG

114



11.3. Resultados del analisis tipo Blast con las secuencias

obtenidas de los factores ERF

>ERF1

& Download v  GenBank Graphics

Lycopersicon esculentum ethylene response factor 1 (ERF1) mRNA, complete cds
Sequence ID: AY192367.1 Length:931 Number of Matches: 1

Range 1: 9 to 756 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1312 bits(710) 0.0 743/757(98%) 9/757(1%) Plus/Plus

Query 28 CAAGATGCTCTAGAATGTATCAACTTCCCACTTCTACTGAGTTAACET

ttetec
_ BININE IIIIIIIHIIlHIIHlIIIIIIIIIIIIHII 1111
Sbjct 9 CAA-ATACTC-ATAATGTATCAACT TCCCACTTCTACTGAGT TAACTTTTITITC

CGGCAG 87
[
CGGCAG 66
CCCGOTGTATTGCCGGAGT TCAAGT cnocncrcrcncccnmmm«l:cw

AATT T
LLPVETL LR R R e e e el LR e i i irnitl
TTCCCGRTGTATTGCCGGAGT TCAAGT TTCAGTAGTCTCATGCCATGT T TAACCGAA

Query 88 147

ey

sbjct 67 AA 126

Query 148 CATGGGGTGACTTGCCGTTAAMAGT TAACGATTCCGAAGATATGGTAATTTATGG! 207

GTTY
llIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIlIlIIII!IIIIIIIIIIII!IIII LILEELELD
GTTT

Sbjct 127 ATGGGGTGACTTGCCGT TAANAGT T TTCCGAAGATATGGTAAT T TATGG! 186

TAGTATCGGATGGACGCCGTCAAAN MCGTCCGAGGM GAM

TTTTAGT TCAAATTT
PEELELREREEEL R e e i i et iintiiannl
TTTTAGTATCGGATGGACGCCGTCAAAT TTAACGTCCGAGGAAGTGRAAC 246

267

—f\ NN

e = Tunin
Sbjct 187 TACAAGACGC

Query 268 tcm GAGGGAGGAGA @c-ccmcmmmmcncrmnc CCGCCGACAGTGG 327
) l SYRNARY IIIIIII llIIlIlIIlH SRR RIRRRNY II!IIII IIIII
Sbjct 247 TCGAGCCGAGGGAGGAGA GAGTACTTCTGTTTCTC 306
Query 328 CTCCAGC cnrocmc rm@.wx mmcenmcmmccamﬁﬁ 387
) RIRNRNNy lIIIIlI I I lIIII!IIIIIIIl IIIHI 11 IIIIIIlIII
Sbjct 307 CTCCAGCGGCTTTGCAGCC TAMAGGAA TTAGACAAAGGLCATGGG 366
Query 388 GAAAATTTGCAGCGGAAATAAGAGATCCGGC TAAMACGGCGCACGGGT T rmc mw aa?
T RISNRERINN IIIIIIIIHIIHIIIlIlIIlIIIIlIII llIII l II Il I
Sbjct 367 GAAAATTTGCAGCGGAAATAAGAGATCCGGE TAARAACGGT GGTT GGAA 426
Query 448 CTTACGAGTCGGC TGAGGAAGCCGCACTCGCT TATGATAAAGCC nrmm sa7
T lllIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIII!IIII IIHIIII NRARNE IIlIII
Sbjct 427 CTTACGAGTCGGC GCTTTTAGGA 486
Query 508 GTACTAAGGCTCTATTGAATTTC (GCAI’ TTTAAATGAGCC GGM cmm 567
) PURLLERERREEE L e R e e e v i i il Il I
Sbjct 487 GTACTAAGGCTCTATTGAATTTCCCGCAT AGM‘I GGTTTAAATGAGCCGGAGCCGGTTA 546
Query 568 nuc.mmnucrm!cmcmsnurc GTA CA!EA 627
i POLLELLEELEREE LT EELE il IIIIIIII Il lI Illlllllllll
Sbjct 547 GAGTGACGGTTAAGAGACGATTATCTGAATCGGCTAGT TCATCGGTATCATCAGC 696

Query 628 AAAGTGGCTCGCCTAAGAGGAGGAGAAAGGGTGTAGCGGLTAAGCAAGCCGAATTAGAAG 687

i NN RN NN RNy
Sbjct 607 AAAGTGGCTCGCC TAAGAGGAGGAGAAAGGGTGTAGCGGL TAAGCAAGCCGAATTAGAAG 666

Query 688 TTGAGAG ACCAAATGT TATGAAAGT TGGT TGCCAAATGGAACAAT TTCCAGT G 747
; HIIIHIIIIIIIIIIIIlllIIHlIIIIlIIlIlIIlIIII LLLEHELE
Sbjct 667 TTGAGAGCCGGGGACCAAATGT TATGAAAGT TGGT TGCCAAATG= - = == TTCCAGTTG 719
Query 748 c.cmcmc! G TTAGT TAAMATATGGAGC TAAG
: 111 IIHI IIIlIllIIlIlIlIlIIlII

Sbjct 720 GCGAGC GGTTAGT TAAAATATGGAGC TAA
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>ERF3b

& Download v  GenBank Graphics

Lycopersicon esculentum ethylene response factor 3 (ERF3) mRNA, complete cds

sequence ID: AY559314.1 Length: 1125 Number of Matches: 1

Range 1: 36 to 668 GenBank Graphics

Score

Expect Identities Gaps Strand

1170 bits(633) 0.0 633/633(100%) 0/633(0%6) Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
sbjct
Query
sbjct
Query
sbjct
Query
sbjct
Query
sbjct
Query
Sbjct
Query
sbjct
Query
sbjct
Query
sbjct
Query
sbjct

41
36
1e1
96
181
156

216
281
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341
336
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461
4586
521
516
581
576
641
636

ATGGCAATGGTGAATTTAAATGGAATTTCGAAAGAGGTGCATTATAGAGGTGTAAGGAAG

IlIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIllIIIIIIIIlIIIIIIIII
ATGGCAATGGTGAATT GAAAGAGGTGCATTATAGAGGTGTAAG

AGGCCATGGGGGAGATACGCGGCGGAGATTAGAGATCCTGGGaa3aaaaGTAGGGTTTGG

PELLEERELEEELEER e et ee e et e et ereeniientl
AGGCCATGGGGGAGATACGCGGCGGAGATTAGAGATCCTGGGAAAAAAAGTAGGGTTTGG

TTAGGTACTTTCGATACTGCGGAGGAGGCGGCTAGAGCTTATGATAACGCTGCTAGAGAA

PELLLRLLLEEEELEREE ettt e e et e i it it et
TTAGGTACTTTCGATACTGCGGAGGAGECGGCTAGAGCTTATGATAACGCTGCTAGAGAA

TTTCGTGGAGCGAAAGCGAAAACTAATTTTCCGAAATTAGAARATGGAAAAAGAGGAAGAT

EELLLEELELEEEE et e i g e e et it ee e e i eniirntl
TTTCGTGGAGCGAAAGCGAAAACTAATTTTCCGAAAT TAGAAATGGAAAAAGAGGAAGAT

CTGAAATTCGCTGTGAARAAATGAAATCAATCGGAGTCCGAGTCAGACTAGTACTGTGGAG

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIII
CAATCGGAGTCCGAGTCAGACTAGTACTGTGGAG

TCATCGAGTCCGGTTATGGTTGATTCATCATCGCCGTTAGATCTAAGTCTCTGTGGATCA

PELLUERERCEEEEEE P ee e e e e et r e i eer entitatl
TCATCGAGTCCGGTTATGGTTGATTCATCATCGCCGTTAGATCTAAGTCTCTGTGGATCA

ATCGGCGGGTTTAATCATCATACGGTTAAGTTCCCGAGCTCCGGTGGAGGTTTTACCGGT

EECLLERELLEEEten et e ee i e e e et ee vttty
ATCGGCGGGTTTAATCATCATACGGTTAAGT TCCCGAGCTCCGGTGGAGETTTTACCGGT

TCGGTACAGGCGGTGAATCATATGTACTATATAGAAGCACTTGCACGCGCCGGAGTTAT

PELLLECEREREEEERREEEE e eetntnl IIIIIIIlIIIlIIIIlIIIlIlIII
TCGGTACAGGCGGTGAATCATATGTACTATATAGAAGCACTTGCACGCGCCGGAGTTATA

AAGTTAGAAACAAATCGGAAGAAAACGETAGATTACCTCGETGGTGGTGACTCTGATTCA

IlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII]IIIIIIIII
TTAGAAACAAATCGGAAGAAAACGGTAGAT TACCTCGGTGGTGGTGACTCTGATTCA

AACGGTAATTGATTTTATGCGTGTTGACGTGAAATCAACCACCGCCGGTTTAARATCT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TCAACGGTAATTGATTTTATGCGTGTTGACGTGAAATCAACCACCGCCGGTTTARATCTG

GATCTCAACTTTCCTCCACCGGAAAACATGTGA 672

PELLLERLLLEEEERn et eentl
GATCTCAACTTTCCTCCACCGGAAAACATGTGA 668

100
95

160
155
220
215
280
275
340
335
400
395
4ce
455
520
515
580
575
640
635
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>ERF5

& pownload v GenBank Graphics
Solanum lycopersicum ethylene response factor 5 (ERF5), mRNA
Sequence ID: NM_001330445.2 Length: 863 Number of Matches: 1

See 1 more titie(s) v

Range 1: 4 to 738 GenBank Graphics

¥ Next Match

Previous Match

Score Expect Identities Gaps Strand
1347 bits(729) 0.0 734/736(99%) 1/736(0%) Plus/Plus
Query 37 GGGTTCTCCACAAGAGACTTGTACTTCACTTGAT TTGATTAGGCAACATCTTITTTIGAT 98
, IIIII lIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIHIIIII IIIIIIII
Sbjct 4 GOGTTCTCCACAAGAGACTTGTACTTCACTTGATTTGATT, TITTTGAT 63
Query 97 CTCTGGACCAGACTTIGTTTCTCTTTTGAAACAACTCAAACTTCAAATCTTGATGAC 156
lllllllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 64 CTCTGGACCAGACTTIGTTTCTCTTTTGAAACAACTCAAACTTCAAATCTTGATGAC 123
Query 157 ATCGCAAGCTICTT GCTACTTCAAAAACAGAGTATGATGGTTTTTTCGAATTTIGAG 216
) IIIIIllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIHIIIIIIIIIII
Shict 124 ATCGCAAGCTTCTTTAATGCTACT TCAAAAACAGAGTATGATGGTTTTTTCGAATTTGAG 183
Query 217 AAMCGACATGTTATCCATTCMA CC CAGAGTMCTTGAMGAACGGMG 276
§ IlIIIlIIIIIIIlIlIIllIlII II TELLELLEERELEEEERE il
Sbjct 184 CATGTTATCCAT CAAA GMA(AGAGTMCTYW&ACGGMG 243
Query 277 CTICTGAACGTAGCAATAC G CGAAGCCTGTTGTTGTTGTAGAGAACGT TGAGATT 336
§ IIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIlIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIII
Sbjct 244 CTCTGAACGTAGCAAT A GCGAAGCCTGTTGTTGTTGTAGAGAALGT 3@3
Query 337 GAGAAGAAGCATTACAGGGGAGTT CATGGGGGAAGT TTGCAGC 396
IIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII ILELELLILLELLl
Shjct 304 GAGAAGAAGCA GGGGGMG"GCAGC T 363
Query 397 GTGACCCAAATAGAAAGGGGACTCGAGT TTGGTTAGGAACATT TGATACTGCTGTGGAT 456
L IIIIIHIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIllllIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 364 AGAAAGGGGACT GGTTAGGAACATTTGATACTGCTGTGGAT 423
Query 457 GCGGCAAAGGCATATGACAGGGCAG TTAAGLT TAGAGGAAGCAAA ATTGAAT 516
! IIIIIHIIIlIIlIIIIHIHIIIIIIIIIlllllllllllllllllllll IIII
Sbict 424 GCGGCAAAGGCATATGACAGGGCA TTAGAGGAAGCAAN TTGAAT 483
Query 517 TTCCCACTCGAAGT TGCAAACT TTAAGCAACAAAATGATGAGACTAAMACAGAGATGAAG 576
DECLLEELELEEEEt e b b ettt e il
Sbjct 484 TTCCCACTCGAAGTTGCAAACT TTAAGCAACAAAATGATGAGACTAAMACAGAGACGAAG 543
Query 577 GTCAGGCAGTAAAAGGG TGAGAGGAGAAACAGAGGAAT TAGTAATCAAGAAGGAAAGG 636
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Shjct Sa4 GCAGTAAAAGGGTGA AAGAAGGAAAGG €93
Query 637 GGLGGLTC CACCOTCAAGT TG 896
) IllIIlIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 604 GAAGAAAGAGTAC 663
Query 697 ATGAAAAGGGTATTTTTTGAGGTGCCACCATTGTCACCATTATCTCA 756
) IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 664 ATGAAAAGGGTA-TTTTTGAGGTGCCACCATTGTCACCATTATCTCA 722
Query 757 GCTTGYTATGATATAA 772
RERIRRNNRRRany|
Sbjct 723 CTIGTTATGATATAA
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>Pti4

~ & Download v

GenBank Graphics

Lycopersicon esculentum DNA-binding protein Pti4 mRNA, complete cds
sequence 1D: U89255.1 Length: 704 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 704 GenBank Graphics

Score

1279 bits(692)

Expect Identities Gaps Strand

0.0 700/704(99%)

0/704(0%) Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
sbict
Query
sbjct
Query
Sbijct
Query
sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
sbjct

41
1
1e1
61
161
121
221
181

241
341
3e1

361
461
421
521
481
581
541
641
éel
7e1
661

ATGGATCAACAGTTACCACCGACGAACTTCCCGGTAGATTTTCCGGTGTATC

[ELCLEEEEEEEEE e e e i e iyl
ATGGATCAACAGTTACCACCGACGAACTTCCCGGTAGATTTTCCGGTGTATC

N—N

TCAAGCTTCAGTCGTCTAATTCCCTGTTTAACTGAAAAATGGGGAGATCTACCAC TAAAA

IIHIIIIIIIIIIIIIHHIIII 1L IIIIII IIIIII IIIII M1
TCAAGCTTCAGTCGTCTAATTCCCTGTTTAACTGAAAAA CTAAAA

GTCGATGATTCCC
[EL LLLEn
GTCGACGATTCCC

TGGTCGCCGTTTAATTTCACCH

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

TCGCCGTTTAATTTCACCE

SAAGATATGGTAATTTACGGTCTATTAAAAGA

PECLLEECEERETRLLeii iyttt IIlIIIlIIlIIIIII
SAAGATATGGTAATTTACGGTCTATTAAAAGACGCTCTAAGCGTCGGA

CGCTCTAAGCGTCGG

SCCGGCGAAGTAAAATCGGAGCCGAGAGAAGAAATTGAA

lllIIIIIIIIIIlIlIIIIIllI [LLLLEELLELL

3CCGGCGAAGTAAAATCGGAGC GAGAAGAAATTGAA

TCGTCGCTTGAATTTTCACCTTCTCCGGCGGAGACCACGGCAGCTCCGGCGGLTGAAACA

PECLECL TERTELEREEEEEEE e L e et i eep i ientinl
TCETCGCCTGAATTTTCACCTTCTCCGGCGGAGACCACGGCAGCTCCGGCGGCTGARACA

CCGAAAGGAAGACATTATAGAG

LELLLELELERLELERtttnl

CCGAAAGGAAGACATTATAGAG

PULLLLELEREEEEREE L eLee e reenentl
GCGTTAGACAGCGTCCGTGGGGGAAAT T TGCGGCGGAG

ATTAGAGATCCGGCGAAGAACGGAGC TAGGGTTTGGC TTGGAACGTACGAAACAGC
FELLEELLLEELELEn HlIlIlIIIlIIIIIIIIlIIIlIIIllIlIIIlHIIIII

ATTAGAGATCCGGCGAAGAACGGAGCTAGGGTTTGGCTTGGAACGTACGAAACAGCT

GCGTTAGACAGCGTCCGTGGGGGAAATTTGCGGCGGAG

GAAGCTGCAATTGCTTATGATAAAGCTGCTTATAGAATGAGAGGATCAAAAGCACATTTG
EELLLREEEERPEEE i iRt eeeee e i nery IIIIIIII [

GAAGCTGCAATTGCTTATGATAAAGCTGCTTATAGAATGAGAGGATCAAAAGCACATTTG

AATTTCCCGCACCGGATCGGTTTGAATGAACCGGAACCGGT TCGAGTTACGGCGAAAAC
PELLLEREEEEEEEER e en i i e eee e e e et e e e i eerirl

AATTTCCCGCACCGGATCGGTTTGAATGAACCGGAACCGGTTCGAGTTACGGCGAARAC

CGAGCATCGC

[LLLTEE
CGAGCATCGC

GCCGTTCAC
[LLTTIT]

GCCGTTCA

CGGAACCGGCAAGC TCGTCGGGAAACGGT TCCATGAAACGGAGAAGAAAA
II|I|IIIl|l|IlIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII L

AACCGGCAAGCT! AGAAGAAAA

S AAATGTGATGGAGAAATGGCGAGTAGATCAAGTGTCATGCAAGT TGAATC

TTGAACAATTGA

IIIIIIIIIIIIIIIIIIHI
TGAACAATTGA

ELLLUCELLEREERRLE L L Rereeererrnn il

TGTCCATCAACTATTGGTCATTTA 744

LLLLLLELLLEEEEEETTLnn
TCCATCAACTATTGGTCATTTA 704

—=

AAATGTGATGGAGAAATGGCGAGTAGATCAAGTGTCATGCAAGTTGGATGT

lee
128
220
130
280
240
340
300
400
360
460
420
520
4g0
58e
540
640
€00
700
660
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11.4. Proceso de transformacibn de tomate (Solanum
lycopersicum cv. Ailsa Craig)

Preparacién

Desinfeccion de semillas Germinacién Cotiledones de 7-8 dias Diseccion del cotiledon Cotiledones en medio MS-PM
NaClO 50% Medio MS (ANA1mg/L/BAP 1mg/L)
.7
Transformacion

"

Cultivode A. tumefaciens
(0Dg=0.2)

Lavado de explantes Co-cultivo 2 dias en medio MS-PM Infeccién con A. tumefaciens 15 min Pa‘ra c;da construccién de
MS- cefotaxima 200mg/L adicionado con acetociringona Para cada construccion de plasmido plasmido
.z
.z ’
Induccion de brotes Induccién de raiz

Induccién de raiz
Medio MS-RTM

Induccién de brotes
Medio MS-RM
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