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Introduccion y objetivos

La capacidad de las plantas para completar su ciclo de vida no solamente
depende de la absorcion de minerales esenciales, sino también de la
adecuada distribucion de los iones en tejidos, células y orgdnulos en cada
etapa del desarrollo. Esta complejidad se ve reflejada en el elevado nimero
de transportadores ionicos identificados en los genomas de plantas. A pesar
de la existencia de este elevado nuiimero de transportadores en plantas,
actualmente se desconoce la funciéon de la mayoria de ellos. Por ello el
objetivo general de este trabajo ha sido la identificacion y caracterizacion
funcional de transportadores idnicos en una especie de interés agronémico

como el tomate.

Este objetivo general se desglosa en los siguientes objetivos especificos son:

1. Clonacion de posibles antiportadores Cation/H* de tomate de la familias
NHX.

2.- Caracterizacion mediante expresion heteréloga en levadura.

2. Desarrollo de ensayos funcionales utilizando proteinas purificadas y
reconstituidas en liposomas para determinar su funcion bioquimica.

3. Localizacion subcelular de los antiportadores mediante estudios de
expresion transitoria.

4. Determinacion de la funcion fisioldgica del antiportador K*/H* LeNHX2

por sobrexpresion en Arabidopsis y silenciamiento génico en tomate.
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Antecedentes cienfificos

1. Problematica de la salinidad en agricultura

El planeta Tierra, sin lugar a dudas, tiene un sabor salado. El agua
salada, esto es, con una concentracion de aproximadamente 30 g NaCl/],
ocupa un 71 % de la superficie de la Tierra (Flowers 2004, Dajic 2006). Por
otro lado, mas de 800 millones de hectareas del planeta estan afectadas por la
salinidad, es decir, son suelos salinos o ricos en sodio (Munns 2005, Munns y
Tester 2008), lo que representa casi un 10 % de la superficie terrestre total
(Pessarakli y Szabolcs 1994, Shabala y Cuin 2007). La salinidad es muy
frecuente en regiones dridas y semidridas, que constituyen aproximadamente

la mitad de la superficie terrestre (http://www.undp.org/seed/unso/pub-

htm/dryland-population.pdf Programa de Desarrollo de Naciones Unidas,
Flowers 2004), aunque practicamente en todas las regiones climaticas y en
una amplia gama de altitudes se han encontrado suelos afectados por la
salinidad (Dajic 2006).

La mayoria de las areas afectadas por la salinidad han surgido por
causas naturales. La llamada salinidad natural o primaria es el resultado de
la acumulaciéon de sales solubles en suelos o aguas subterrdneas durante
largos periodos geoldgicos, principalmente asociada al desgaste de rocas
antiguas que liberan estas sales, las hay de wvarios tipos, aunque
fundamentalmente se trata de cloruros de sodio (la sal mas soluble), calcio y
magnesio y, en menor medida, sulfatos y carbonatos de sodio, calcio y

magnesio (Szabolcs 1989, Dajic 2006). La salinidad natural también es
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provocada por la deposicion de sales ocednicas transportadas por el viento y
la lluvia (Munns y Tester 2008).

Ademds de la salinidad natural, existe otro tipo de salinidad,
denominada secundaria, provocada por la actividad humana. Los problemas
de salinizacion secundaria se deben a un mal uso de las aguas para riego
(uso de agua en exceso, sistemas de riego poco eficientes, sistemas de
distribucion defectuosos, drenaje restringido, uso de aguas de mala calidad o
malas practicas de riego), que conduce a un incremento paulatino de la
salinidad del suelo (Bressler y Hoffman 1986; Serrano 1996, Tuteja 2007). Se
estima que aproximadamente un tercio de la superficie irrigada esta afectada
por la salinidad (Flowers 2004; Shabala y Cuin 2007). Esta salinizacion
secundaria podria conducir a una progresiva degradacion del suelo que
quedaria inutilizado para la agricultura. Este proceso produce cada ano el
deterioro de aproximadamente 2 millones de Ha (1 % del suelo agricola a
escala mundial) (Tuteja 2007). Ademas de la irrigacidn, otras actividades
humanas que conducen a la salinizacion secundaria son el exceso de
pastoreo, la deforestacion de dreas semihuimedas o semidridas, la
contaminacién con sustancias quimicas y el mal uso de los fertilizantes
(Pessarakli y Szabolcs, 1994, Dajic 2006).

El crecimiento de la poblacion humana, que se espera alcance 9300
millones de habitantes en 2050, hace necesario un incremento de la
produccion global de alimentos en torno al 50 % en los proximos 40 anos

para asegurar la alimentacion (http.//www.unfpa.org/swp/2001/, Flowers,

2004). Ello implicaria no solo sobreexplotar las tierras ya cultivadas, sino
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buscar nuevas areas donde llevar a cabo la actividad agricola, teniendo que
dirigir nuestra mirada hacia las zonas dridas y semidridas en las que es
frecuente una alta salinidad de los suelos y en las que los factores climaticos
(insolacion intensa, altas temperaturas, baja pluviosidad) determinan la
necesidad de irrigacion.

La gravedad de la problematica de la salinidad en agricultura se
constata en el hecho de que de los actuales 230 millones de hectareas de
terreno sometido a irrigacion, 45 millones (el 20 %) estan afectados por la

salinidad (http://www.fao.org/ag/agl/agll/spush, Tabla Al).

Tabla 1. Distribucidon regional de suelos afectados por la salinidad (en
millones de hectdreas) (Dajic 2006)

Africa 1899 73 3,4
Asia y Australia 3107 444 14,3
Europa 2011 80 3,9
America Latina 2039 112 5,5
Oriente Préximo 1802 106 5,9
Norte America 1924 20 1,0
Total 12781 831 6,5
Salinizacion secundaria en la superficie irrigada del 45,4 20
planeta

Aunque la superficie irrigada constituye solo el 15 % del total la
superficie cultivada, su productividad es al menos dos veces superior a la del

suelo cultivable que solo recibe el agua de la lluvia, lo que explica que las
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explotaciones agricolas sometidas a irrigacion produzcan un tercio del
alimento mundial (Munns y Tester 2008).

La solucion al problema de la salinidad pasa por mejorar las practicas
de cultivo para prevenir la salinizacién del suelo o implementar planes para
remediar su salinizacidon (uso de aguas de riego de alta calidad, instalacién
de sistemas de lavado y drenaje de suelos, eliminacion del exceso de sodio
del suelo mediante la adicion de oxido o sulfato calcico). Aun asi son
soluciones costosas y no suficientemente eficaces. Por ello, una alternativa
para afrontar el problema de la salinidad en agricultura es aumentar la
tolerancia al NaCl de las plantas, ya sea por técnicas tradicionales de mejora,
de éxito limitado, debido a la complejidad fisiologica y genética de este rasgo
(Flowers 2004, Shabala y Cuin 2007) o mediante uso de tecnologias de

ingenieria genética (Tester y Davenport 2003).

2. Tolerancia a la salinidad en plantas

Las plantas se diferencian enormemente en su tolerancia a la
salinidad, como reflejan sus diferentes respuestas de crecimiento frente al
estrés salino (Munss y Tester 2008). Esta alta variabilidad en la tolerancia al
estrés salino aparece entre grupos de plantas taxondmicamente distintos,
pero también entre especies estrechamente relacionadas, e incluso entre
variedades de una misma especie y entre individuos de una misma linea

varietal (Tester y Davenport 2003) (Fig Al).
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Fig. Al. Variacion en el peso seco de la parte aérea de distintas especies de
plantas cultivadas durante tres semanas en presencia de NaCl, respecto al
valor de peso seco de plantas cultivadas en ausencia de NaCl (Munns y
Tester 2008).

Basdndonos en su tolerancia al estrés salino, las plantas pueden
clasificarse en dos grupos: a) haldfitas, plantas que pueden resistir una
concentracion de sales en el suelo de hasta el 20 % (3,5 M), y que en la
mayoria de los casos crecen de manera satisfactoria a concentraciones entre 2
y 6 % (0,3 y 1 M) de NaCl (Strogonov 1964) y b) glicdfitas, plantas que
exhiben dafios en diverso grado y un crecimiento limitado a una

concentracion de sales mayor al 0,1 % (17,5 mM). Sin embargo, dentro de
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cada grupo hay grandes diferencias en el nivel de tolerancia al estrés salino,
asi hay especies halofitas moderadamente tolerantes y otras muy tolerantes
(Waisel 1972, Flowers et al 1977; Munns et al 1983, Ungar 1991) y especies
glicofitas muy sensibles y moderadamente sensibles (Greenway y Moons
1980; Dajic 2006).

Los mecanismos celulares que utiliza la planta para el crecimiento en
condiciones de salinidad son similares en plantas halofitas y no-haldfitas
(Binzel et al 1989), si bien las especies halofitas parecen ser mas eficientes en
la utilizacion de estos mecanismos. En general, las plantas sensibles a
salinidad restringen la toma de sal y mantienen el equilibrio osmotico
mediante la sintesis de solutos compatibles como prolina, glicina-betaina
(GB) o azucares (Munns y Tester 2008); mientras que las plantas tolerantes a
la salinidad utilizan iones para el ajuste osmotico ya que tienen la capacidad
de secuestrar y acumular estos iones en las vacuolas de las células (Flowers
et al. 1977; Yeo 1998; Glenn et al. 1999), previniendo asi su acumulacion en el
citosol y favoreciendo una adecuada razén K*/Na* citosolica.

A menudo, las plantas que toleran ambientes salinos son capaces de
excluir Na* de la parte aérea y simultdneamente mantener altos niveles de K*
(Greenway 1962; Gorham 1990; Schachtman et al 1992; Colmer et al 1995;
Dubcovsky et al 1996; Munns et al 2000b; Flowers y Hajibagheri 2001; Zhu et
al 2001). Este mecanismo es muy frecuente entre especies de gramineas,
aunque con excepciones como el maiz o el arroz (Yeo et al. 1987, Alberico y
Cramer 1993; Cramer et al. 1994; Yadav et al. 1996; Yeo et al 1999). Las

especies dicotiledoneas presentan mayor variacion que las monocotiledones
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en el grado de correlacion entre la tolerancia a la salinidad y la baja
concentracion de Na* en parte aérea. Muchas plantas haldfitas dicotiledoneas
muestran una clara tendencia a acumular altas concentraciones de Na* en la
parte aérea ya que lo utilizan como osmolito (Flowers y Yeo 1986; Glenn et
al. 1999). Sin embargo, las haldfitas monocotileddneas tienden a mantener la
concentracion de K* en parte aérea mas alta que la de Na*. Esta diferencia se
explica en base a la mayor capacidad de almacenamiento de Na* en vacuola y
el menor requerimiento de K* para el metabolismo citosolico en
dicotiledoneas respecto a monocotiledoneas, las cuales presentan menor
capacidad de almacenaje de Na*, y requieren mas K* y osmolitos compatibles
presentes en el citosol (Flowers y Yeo 1988; Glenn et al 1999; Tester y
Davenport 2003).

Las plantas haldfitas son mucho mas eficaces que las glicdfitas en el
control de la entrada de Na* por la raiz, la traslocacién de Na* a la parte aérea
y la compartimentalizacién vacuolar del mismo, evitando asi efectos
osmoticos y citotdxicos que pueden conducir a la muerte de la planta (Tester
y Davenport 2003). Un objetivo importante en la investigacion de la
tolerancia de las plantas a la salinidad consiste en identificar los
transportadores implicados en el control de la entrada, salida o
compartimentacion de Na*, lo que permitiria seleccionar variedades
tolerantes o mejorar la tolerancia en plantas transgénicas (Zhu 2001; Dajic

2006).
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3. Efectos de la salinidad sobre las plantas.

La salinidad afecta a la planta a niveles morfoldgico, fisioldgico y
molecular (Waisel 1972; Flowers et al 1977; Greenway y Munns 1980; Munns
et al 1983; Ungar 1991; Yeo 1998; Hasegawa et al 2000; Zhu 2000; Munns
2002; Xiong y Zhu 2002; Yokoi et al 20024; Tester y Davenport 2003; Dijac
2006). La alta salinidad interfiere con el crecimiento de planta y su desarrollo
(Zhu 2002), conduciendo a un estado fisioldgico similar al causado por el
estrés hidrico, es mds, ambos tipos de estrés se superponen, ya que una alta
concentracion de sal en el suelo conduce al establecimiento de una zona de
bajo potencial hidrico que dificulta la absorcién de agua por la planta debido
al efecto hiperosmdtico ejercido por la sal en el medio de crecimiento de las
raices (Zhu 2002, Tuteja 2007). Por tanto, la accién negativa de la sal sobre la
planta se debe a su efecto osmotico e idnico (Munns y Tester 2008).

El efecto osmético conlleva una disminucion de la capacidad de
absorber agua por parte de la planta lo que supone una reduccion de la
expansion foliar y una pérdida de turgencia. De manera general, en plantas
sensibles el efecto osmético provoca a largo plazo una reduccidon del
crecimiento de la parte aérea y, en menor grado, de las raices (Munns et al
2000a; Munns 2002; Tester y Davenport 2003). La concentracion umbral de
NaCl en el medio de crecimiento de las raices a partir de la cual empiezan a
ser visibles los efectos osmoticos es de aproximadamente 40 mM. Por encima
de esta concentracion, la mayor parte de las células pierde agua, por lo que

para mantener la actividad citosoélica, el agua pasa desde la vacuola al citosol,
28



Antecedentes cienfificos

lo que conlleva una pérdida transitoria del volumen y el turgor celular. En
unas horas las células recuperan el volumen y turgor original debido al
ajuste osmotico, pero a pesar de ello, se reduce la tasa de elongacion celular
(Yeo et al 1991; Passioura y Munns 2000; Cramer 2002; Fricke y Peters 2002),
produciéndose cambios en las dimensiones de la célula (Shabala y Cuin 2007;
Munns y Tester 2008). También se reduce la velocidad de division celular, lo
que conduce a una ralentizacién en la aparicion y crecimiento de las hojas.
Por otro lado, los brotes laterales dejan de crecer y se forman menos ramas.
Ademads, se afecta el desarrollo reproductivo, produciéndose floracion
temprana o reduccion del niimero de botones florales (Munns y Tester 2008).

La alta salinidad también provoca en la planta toxicidad idnica (Zhu
2002; Munns y Tester 2008), ya que conduce a la acumulacién de Na* y Cl- en
el citosol de la célula que puede ser, en tltima instancia, perjudicial para la
misma. En algunas plantas perennes, sobre todo lefiosas (como los citricos y
la vid), el Na* es almacenado en las raices y tallos lefiosos, mientras que el CI-
se acumula en las ramas jovenes, siendo mads perjudicial para la planta
(Flowers 1988). Sin embargo, para muchas plantas, entre ellas las gramineas,
el Na* es la causa principal de toxicidad ionica (Tester y Davenport 2003). El
crecimiento de la planta se ve afectado en condiciones salinas ya que la
acumulacion de Na* causa la necrosis de las hojas mas viejas, primero en los
bordes y posteriormente en el interior. Cuando las hojas mas viejas detienen
el crecimiento, no pueden diluir la sal que les llega, tal como ocurre en las
hojas jovenes en crecimiento y, por ello, mueren. Si la tasa de muerte de las

hojas viejas es mayor que la de produccion de hojas nuevas, se vera afectada
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la capacidad fotosintética de la planta, que no sera capaz de suministrar los
hidratos de carbono que requieren las hojas jovenes, lo cual reduce aun mas
los niveles de crecimiento y producciéon de la planta (Munns 1993, Munns
2002, Munns y Tester 2008). La escala de tiempo en la cual se manifiesta el
dafo especifico del ion Na* depende de su tasa de acumulacion en hojas, y de
la eficacia de su compartimentalizacion en células de la hoja.

A bajas concentraciones de NaCl, el componente osmotico del estrés
salino ejerce un efecto sobre la tasa de crecimiento mayor que el provocado
por el estrés idnico. A altas concentraciones de NaCl o en especies sin
capacidad de regular el transporte de Na*, el efecto idnico domina sobre el
efecto osmotico (Munns y Tester 2008). Los efectos tdxicos del ion Na*
muestran mayor variabilidad intraespecifica que los efectos osmoticos del
NaCl (Munns 2002; Tester y Davenport 2003).

La respuesta de la planta al estrés salino ocurre en dos fases: una
respuesta rdpida debida al aumento de presion osmotica externa (fase
osmotica), y una respuesta lenta debida a la acumulacion de Na* en hojas
(fase ionica) (Fig A2). Algunos componentes de la respuesta al estrés ionico
son comunes con el estrés osmotico, asi por ejemplo algunos antiportadores
Na*/H* de tonoplasto son activados por estrés osmotico (Tester y Davenport

2003).
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Fig A2. Efecto del estrés salino sobre la tasa de crecimiento de las plantas:
repuesta rdpida (fase osmotica) y respuesta lenta (fase ionica). La linea
continua verde representa el cambio de la tasa de crecimiento después de la
adicion de NaCl. (a) La linea verde discontinua representa la respuesta
hipotética de una planta con mayor tolerancia al componente osmdtico del
estrés salino. (b) La linea roja discontinua representa la respuesta de una
planta con mayor tolerancia al componente ioénico del estrés salino. (c) La
linea verde-roja discontinua representa la respuesta de una planta con mayor
tolerancia a los componentes osmotico e idnico del estrés salino (Munns y
Tester 2008).

La salinidad no sélo dificulta la absorcion de agua por la planta sino
también la de nutrientes minerales, pudiendo conducir a una situacion de
desequilibrio nutricional (Silberbush y Ben-Asher 2001). El efecto directo del
Na* sobre la toma de otros nutrientes se debe a la interferencia de este ion
con la actividad de transporte idnico a nivel de la membrana celular de la

raiz, afectando fundamentalmente a transportadores y canales de iones K, lo
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que impide la toma de este macronutriente. Por otro lado, el componente
osmotico de la salinidad junto a los efectos perjudiciales del Na* sobre la
estructura de suelo (Wild 1988), provocan una inhibicion en el crecimiento de
la raiz que también afecta a la toma de nutrientes.

La alteracion provocada por el Na* en la toma de K* conlleva una
alteracion en la razon K*/Na* de la célula. Los iones potasio son esenciales
para el equilibrio osmdtico y el balance electrostatico de las células y sus
compartimentos, la funciéon de muchas enzimas, o la sintesis de proteinas (la
union del tRNA a los ribosomas requiere K*) (Blaha et al 2000). El Na* tiene
capacidad de competir con el K* para unirse a sitios esenciales debido a la
semejanza en propiedades fisicoquimicas de ambos. Sin embargo, el Na* no
puede sustituir al K* en sus funciones (Bhandal y Malik 1988; Murguia et al
1995; Tester y Davenport 2003). Por estas razones, el exceso de Na* esta
implicado en la inhibicién de muchos procesos metabdlicos o enzimaticos
como la fotosintesis, la generacién de estrés oxidativo a través de la
produccion de especies de oxigeno activado, la absorcion de CO:z a través de
los estomas y el crecimiento en general (Pollard y Wyn Jones 1979; Wyn
Jones y Pollard 1983; Termaat et 1985; Trejo et al 1993; Albisnki et al 1996;
Paul y Foyer 2001; Zhu 2001; Apel y Hirt 2004; Fricke et al 2004, Davies et al
2005; Foyer y Noctor 2005; Logan 2005, Vinocur y Altman 2005, Dajic 2006,
Fricke et al 2006, Shoji et al 2006; Tuteja 2007; Munns y Tester 2008).
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4. Mecanismos de tolerancia a la salinidad

Los mecanismos de tolerancia a la salinidad se pueden clasificar en

dos categorias: tolerancia a estrés osmatico y tolerancia a estrés ionico.

4.1. Tolerancia al componente osmético de la salinidad

El estrés osmotico reduce inmediatamente la expansion celular en el
apice de la raiz y en las hojas jovenes, y causa el cierre estomatico. Las células
vegetales expuestas a un medio salino equilibran su potencial hidrico
perdiendo agua, lo que provoca una disminucidn del potencial osmético y de
la turgencia. Esta situacion genera sefiales intracelulares como sintesis de
ABA o0 aumento del Ca* citoplasmatico libre que desencadenan posteriores
respuestas adaptativas (Hasegawa et al 2000).

En lineas generales, las plantas llevan a cabo el ajuste osmotico
acumulando iones o sintetizando solutos organicos compatibles con el
metabolismo de la célula (Yeo 1998; Nuccio et al 1999; Hasegawa et al 2000;
Huang et al, 2000; Rathinasabapathi 2000). La acumulaciéon de estos solutos
compatibles en respuesta al estrés salino es una adaptacion metabolica ttil
para el equilibrio osmético entre la vacuola y el citosol (Yancey et al 1982;
Rodas y Hanson 1993). Los solutos compatibles comprenden una amplia
gama de compuestos organicos: monosacdridos (fructosa y glucosa),
alcoholes (glicerol, inositoles metilados), aztcares complejos (trehalosa,

rafinosa y fructanos), polioles, aminoacidos y compuestos de amonio
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cuaternario (prolina, glicina betaina, alanina betaina o prolina betaina)
(Rodhes y Hanson 1993; Nuccio et al 1999). Como los solutos compatibles son
hidrofilicos, pueden sustituir al agua en la superficie de las proteinas y
membranas, lo que explica su accidn como osmoprotectores y como
chaperonas de bajo peso molecular (Hasegawa et al 2000). En muchas plantas
haldfitas, la prolina o la glicina betaina se almacenan en grandes cantidades
en las vacuolas de las hojas. En glicdfitas, los solutos compatibles se
acumulan a concentraciones no superiores a 10 mM, pero soélo en el
citoplasma, contribuyendo de forma significativa al mantenimiento de la
presidon osmdtica (Rhodes et al 2002). Aunque la sintesis de estos compuestos
permite a la planta sobrevivir en presencia de altas concentraciones externas
de sal, al requerir energia, se produce a expensas del crecimiento de planta.
Algunos tipos de proteinas también se han relacionado con la
tolerancia a la salinidad. Se trata de proteinas sintetizadas bajo condiciones
de estrés salino, como osmotinas, dehidrinas, proteinas LEA (Late
Embriogenesis Abundant) y poliaminas, principalmente putrescina vy
espermina (Tester y Davenport 2003). Se desconoce en gran medida la
funcion de osmotinas y dehidrinas en la tolerancia a la salinidad, aunque se
piensa que estaria relacionada con el mantenimiento de la estructura de
proteinas (Campbell y Near 1997). Las proteinas LEA se acumulan en los
tejidos vegetativos de todas las especies vegetales en respuesta al estrés
osmotico causado por sequia, salinidad o frio (Xiong y Zhu 2002). Estas
proteinas probablemente contribuyen a la preservacién de la integridad

estructural de la célula (Winicov 1998), actuando como chaperonas para
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prevenir la desnaturalizacion de otras proteinas (Xiong y Zhu 2002). Por la
importancia de los flujos hidricos en los procesos de ajuste osmotico celular,
la actividad de las acuoporinas tambien tendria un papel clave entre los
mecanismos de adaptacion al estrés osmotico (Maurel y Chrispeels 2001). Las
acuoporinas facilitan la toma de agua desde el medio y determinan la
conductividad hidrdulica de la raiz en respuesta a numerosos estreses
ambientales. La exposicion de raices a la salinidad induce cambios de la
expresion de acuoporinas a multiples niveles. Estos cambios incluyen una
disminucion coordinada a nivel transcripcional y una nueva localizacion
subcelular de las proteinas PIPs de la membrana plasmatica y TIPs de
tonoplasto. Estos mecanismos pueden actuar en concierto para regular el
transporte de agua desde la raiz, sobre todo a largo plazo (Boursiac et al

2005).

4.2. Tolerancia al componente idnico de la salinidad.

Las plantas responden al estrés ionico de dos maneras:

1) Activando la exclusion de Na* a través de las raices o de la lamina
foliar y asegurando asi que el Na* no se acumule a concentraciones toxicas en
las hojas.

2) Activando la compartimentalizacion de estos iones para evitar

concentraciones toxicas en el citoplasma.
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La importancia relativa de estos mecanismos de tolerancia depende la
especie, pero probablemente también del tiempo de exposicién a la salinidad,
la concentracién de sal y las condiciones ambientales locales (disponibilidad
de agua en el suelo y humedad del aire), asi como de la tasa de transpiracion

y el potencial hidrico de las hojas.

4.2.1. Limitacion de la acumulacion de Na*: Exclusién de Na*

La exclusion de Na* es un modo muy eficiente pero también complejo
de prevenir la traslocacion y acumulacion de sales en las partes superiores de
la planta. La exclusidn estd basada en una baja permeabilidad a los iones en
la raiz, aun en presencia de altas concentraciones de NaCl, y en mecanismos
de extrusion activos.

La exclusion de Na* funciona a nivel celular y de planta entera (Munns
et al 1983) y esta relacionada con la regulacion de la selectividad K*/Na*
(Jeschke y Hartung 2000). Muchas glicdfitas mejoran su tolerancia al estrés
salino incrementando la capacidad para excluir Na* de la parte aérea,
manteniendo altos niveles de K* (Flowers y Hajibagheri 2001; Zhu 2001).
Algunas plantas sensibles a la salinidad, como judia y maiz, son importantes
exclusores de Na* (Jacoby 1994; Bayuelo-Jiménez et al 2003). En estas plantas,
los cultivares mas tolerantes muestran una mayor capacidad para la
exclusion de iones téxicos (Fortmeier and Schubert 1995). Ademas, en
especies moderadamente tolerantes, como el Triticum aestivum o el
tetraploide Triticum turgidum, subespecie durum, la tolerancia a la salinidad

estd asociada con una baja tasa de transporte de Na* a la parte aérea y una
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alta discriminacion K*/Na* (Gorham 1990, Munns et al 2000; Munns y James
2003). Aunque el mecanismo de exclusion de Na* es caracteristico de especies
poco tolerantes a la salinidad, también se ha descrito en plantas halofiticas
(Munns 2002) como Avicennia marina (Ball 1988).

La estrategia de exclusion de Na* se basa en la liberacion selectiva de
Na* en el xilema y su reabsorciéon desde la corriente de xilema. La
acumulacion neta de iones sodio en la planta es dependiente del equilibrio
entre la entrada pasiva y el eflujo activo. Segin Munns y colaboradores
(2002), la capacidad de las plantas para regular la absorcion y el transporte
de sales es dependiente de los mecanismos siguientes: 1) selectividad en la
absorcidn por las células de la raiz, 2) carga preferencial de K* sobre Na* en el
xilema por las células de la estela, 3) descarga de las sales del xilema en las
partes superiores de raices, asi como en el tallo y hoja y 4) carga del floema.

El movimiento pasivo de iones en raices y en parte aérea es
consecuencia de la transpiracion (Flowers y Yeo 1992); sin embargo, en la
endodermis, el movimiento radial de solutos debe producirse via simplasto.

Yadav y colaboradores (1996) y Yeo y colaboradores (1999) observaron
que plantas de arroz con un alto flujo apoplastico de agua presentaban altas
concentraciones de Na* en la parte aérea. Esto indica que existe una ruta
apoplastica para la entrada de Na* en la raiz, evitanto el paso a través de la
endodermis. Esto ocurre en puntos de crecimiento de raices secundarias y
apices de raiz. El grado en el que contribuye este flujo apoplastico al influjo
total de Na* varia con la especie, por ejemplo en arroz es aproximadamente

diez veces mayor que en trigo (Garcia et al 1997). La importancia de la ruta
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apoplastica en la toma de Na* a nivel de la planta entera esta apoyada por
observaciones clasicas. Asi, es conocido que las plantas haldfitas presentan
gran numero de adaptaciones anatdmicas para reducir al minimo la entrada
apoplastica de sal en la planta. En este sentido, la anchura de la banda de
Caspari es de dos a tres veces mayor en halodfitos que en no-haldfitos
(Poljakoff-Mayber 1975) y la capa interior de células corticales puede
diferenciarse en una segunda endodermis (Stelzer y Lauchli 1977).

Para reducir al minimo el transporte de Na* a la parte aérea, los
procesos de transporte que tienen lugar en la cara externa e interna de la
membrana celular de la barrera apoplastica, la endodermis o exodermis
tendrian que darse en direcciones opuestas: las células de la cara externa
tendrian que suprimir la entrada y/o aumentar el eflujo de Na*, en contraste
con las células de la cara interna, que deberian maximizar la salida de Na*
desde el xilema y/o reducir al minimo la entrada de Na* al xilema (Tester y
Davenport 2003).

La toma y distribucion de iones sodio dentro de la raiz en gran parte
esta conectada con la de potasio y en muchas especies la tolerancia al estrés
salino estd mas relacionada con una alta razon K*/Na* que con el
mantenimiento de concentraciones bajas de sodio (Maathuis y Amtmann
1999). Asi, el eflujo de Na* en células del cortex de la raiz se estimula por K*
(Jeschke 1972; Lazof y Bernstein 1999). En las raices de Kosteletzkya virginica
se ha observado que la baja relacion Na*/K* es debida no solo a la exclusiéon

de Na*, sino también a la mayor selectividad K*/Na*, atribuida a un cambio
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de la relacion esteroles/fosfolipidos en las raices de plantas cultivadas en

condiciones salinas (Blits y Gallagher 1990).

4.2.2. Limitacion de la acumulacion de Na*: Retranslocacion y distribucion
de los iones

La retranslocacion de iones via floema es un mecanismo
potencialmente importante para prevenir su acumulaciéon en hojas
totalmente expandidas, aunque representa una amenaza para las hojas mas
jovenes, que son los sumideros del floema. Las plantas sensibles a la
salinidad mantienen una activa recirculacion de sodio para excluirlo de la
parte aérea. Esta exportacion de iones desde la parte aérea a la raiz via
floema se ha demostrado en judia (Greenway y Munns 1980), Trifolium
alexandrinum (Winter 1982), maiz (Lohaus et al 2000), cebada (Munns et al
1986), algododn (Gouia et al 1994) y Lycopersicon pennellii (Pérez-Alfocea et al
2000). La exportacion al floema puede afectar al menos al 25 % del total de
Na* que se acumularia en la hoja, especialmente cuando el crecimiento
disminuye y la demanda de iones decrece (Munns et al 1983).

Ademas, los niveles de Na* se pueden mantener bajos en las hojas
jovenes mediante la acumulacion de este cation en las hojas mas viejas
(Flowers y Yeo 1992; Munns 1993). En judia, los iones se acumulan en la raiz
o en las partes inferiores de la parte aérea de la planta desde donde son
devueltos a la raiz y excretados desde alli (Jacoby 1979). Este mecanismo de
distribucion intra-planta es caracteristico de muchos haléfitos que, debido a

una transpiracion limitada, pueden mantener un exceso de sales dentro de
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sus raices y partes inferiores de la parte aérea, previniendo la acumulacién

de iones en los tejidos fotosintéticos (Waisel 1972; Dajic 1996).

4.2.3. Limitacion de la acumulacion de Na*: Excrecion de sal

La importancia de la lixiviacion de iones del apoplasto de la hoja a
través de la cuticula por la lluvia, la niebla o el rocio como mecanismo de
respuesta al estrés salino es todavia confusa (Tukey 1970; Pennewiss et al
1997). Sin embargo, la excrecion de sal puede estar asociada al desarrollo de
estructuras especiales, sobre todo en las hojas, conocidas como glandulas de
la sal, estructuras comunes a muchas plantas halofiticas de distintos géneros.

Las estructuras glandulares por lo general se encuentran extendidas
por toda la parte aérea, aunque son mas abundantes en las hojas. Dschida y
colaboradores (1992) han descrito la excrecion de sal por las glandulas como
un proceso dependiente de la energia generada por la actividad H*-ATPasa
de la membrana celular en Avicennia germinans. Ademas del bombeo activo
de iones a las glandulas de la sal desde las células del parénquima en
empalizada y el parénquima acuifero, parece que simultaneamente también
tiene lugar un proceso de transporte vesicular y exocitosis dando lugar a la
liberacion de iones en el espacio extracelular y subcuticular. La composicion
quimica de la secrecion presente en glandulas de la sal (iones inorganicos y
compuestos organicos, como azucares, aminodcidos y aminas) indica la
posibilidad de que se produzcan pérdidas de compuestos provenientes del
protoplasma, como consecuencia de una alteracion en las membranas

celulares durante el proceso de excrecion (Ziegler y Liittge 1967).
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4.2.4. Acumulacion de sales: Compartimentacion vacuolar

Las especies halofiticas, con gran eficacia para almacenar iones en las
vacuolas de las hojas, muestran un alto contenido de sales en la parte aérea.
La capacidad de las plantas para transferir iones a la vacuola es dependiente
de la proporcion de tejidos y células vacuoladas, asi como de la actividad de
sistemas de transporte localizados en el tonoplasto, que previenen la
concentracion excesiva de iones en el citoplasma. La compartimentacion
vacuolar de iones permite un ajuste osmotico eficaz en condiciones salinas,
asi como la retirada de iones toxicos del citosol, por lo que es uno de los
factores claves en la tolerancia a la salinidad. Muchas especies halofiticas se
caracterizan por sus grandes vacuolas (Hajibagheri et al 1984), las cuales
posibilitan el acimulo de sales en concentraciones muy altas (Dracup y
Greenway 1985). La acumulacion de Na* en la vacuola va acompanada de
una acumulacién de potasio y solutos organicos en el citoplasma para
alcanzar y mantener el equilibrio osmético e idnico entre estos dos

compartimentos (Flowers et al 1977; Greenway y Munns 1980; Munns 2002).

4.2.5. Acumulacion de sales: Suculencia

La suculencia es caracteristica de muchos halofitos (Crawford 1989), y
representa una forma muy eficaz de mitigar los efectos osmoticos y toxicos
de los iones mediante dilucion. En las especies suculentas las concentraciones
de sal en los tejidos se mantienen bajas en base al incremento de su contenido

de agua y/o al aumento del crecimiento. Las alteraciones morfo-anatdémicas
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de haldfitos con suculencia incluyen aumento de volumen de la célula, sobre
todo de células del parénquima esponjoso y parenquima acuifero, aumento
del grosor de la hoja y disminuciéon en el nimero de estomas (Strogonov
1973, Rilke y Reimann 1996; Smekens y Vantienderen 2001, Parques et al
2002). La suculencia esta asociada a la capacidad de compartimentalizacion

intracelular de iones.

5. Transportadores de Na*

El movimiento de iones a través de la membrana plasmatica, vacuolar
y otras membranas intracelulares depende de la actividad de bombas
primarias (ATPasas y pirofosfatasas), transportadores secundarios y canales
ionicos (Niu et al 1995; Maathuis y Amtmann 1999) (Fig A3). Mientras que la
entrada y el eflujo en las raices establecen la tasa neta de entrada de Na* en la
planta, la compartimentalizacion de Na* dentro de las vacuolas de las células
y el transporte radial de Na* a la estela y su carga en el xilema establecen el
control homeostatico del Na* en el citosol de las células de la raiz. La retirada
de Na* de la corriente transpiratoria, su distribucion dentro de la planta y su
acumulacion progresiva en las vacuolas de las hojas, determinara los efectos

toxicos de este cation (Apse y Blumwald 2007, Fig A3).
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Fig A3. Movimiento de Na* en la planta. El diagrama muestra el transporte
radial y longitudinal de Na* desde suelo a las raices, y de aqui a la parte
aérea por el xilema. El Na* entra en el citosol de las células de la raiz via
NSCC (canales de cationes no selectivos) y posiblemente a través de
transportadores de tipo HKT. La concentracion de Na* se mantiene baja en el
citosol debido a la actividad de antiportadores Na*/H* vacuolares (NHX1) y
de membrana plasmadtica (SOS1). El antiportador cation/H* CHX21
contribuye al movimiento del Na* desde las células endodérmicas hacia el
apoplasto de la estela. En la estela, el Na* es cargado en el xilema por el
antiportador Na*/H* de la membrana plasmatica, SOS1. En la raiz, el Na*
puede ser descargado desde el xilema via uniportes selectivos de Na*
(AtHKT1;1, OsHKT1;5, Nax1). En las hojas, el Na* puede ser descargado por
uniportes selectivos de Na* (OsHKT1;5, AtHKT1;1 y Nax2), y canales NSCC.
La concentracion citosdlica de Na* en hoja es mantenida por la accion de
antiportadores Na*/H* tipo NHX1 y SOS1. Los mecanismos para la carga y
descarga del floema y la recirculaciéon de Na* via floema ain no se han
determinado (tomado de Apse Blumwald, 2007).
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5.1. Entrada de Na*

En condiciones fisioldgicas, las plantas mantienen una alta razén
K*/Na* en su citosol con una concentracion relativamente alta de K* (100-200
mM) y baja de Na* (1-10 mM) (Higinbotham 1973). Considerando la
diferencia de potencial eléctrico en la membrana celular (-140 mV)
(Higinbotham 1973), una subida de la concentracion de Na* extracelular
establecerd un gran gradiente de potencial electroquimico de Na* que
favorecerad el transporte pasivo de este ion desde el medio al citosol, a través
de sistemas uniporte o canales. Estudios fisioldgicos indican que el Na* entra
en la célula a través de canales no- selectivos (Horie y Schroeder 2004). Estos
sistemas incluyen los transportadores LCT1 (Low affinity Cation Transporter 1),
y los canales NSCC (Non Selective Cation Channels).

LCT1, un transportador de cationes de baja afinidad, se aisl6 de trigo y
se demostro que complementa un mutante de levadura deficiente en la toma
de K* (Schachtman et al 1997). Se especula que esta implicado en la entrada
de Na* en condiciones de alta salinidad (Maathuis y Amtmann 1999; Daijic
2006). En levadura, LCT1 cataliza la entrada de diversos cationes, incluyendo
Na*, Rb* y Ca*. Ademas, la expresion de LCT1 en levadura causa
hipersensibilidad al sodio, que se mitiga por adicion de altas (20 mM), pero
no bajas (2 mM) concentraciones de Ca* (Amtmann et al 2001). LCT1 puede
ser un componente del influjo de Na* sensible a Ca?* en raices de trigo, ya que
no se satura a baja concentracion externa de Na* (7 mM), una propiedad

atribuida a los canales NSCC (Amtmann et al 2001). Sin embargo, no se han
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encontrado proteinas que sean similares a LCT1 en los genomas de
Arabidopsis o de arroz, indicando que LCT1 puede ser una proteina
especifica de trigo (Apse y Blumwald 2007).

Por otra parte, numerosas evidencias electrofisioldgicas apoyan la
existencia de canales catidonicos no selectivos (NSCC, Non-Selective Cation
Channels) como la ruta principal de entrada de Na* en las raices cuando la
concentracion de NaCl es alta en suelo (Tester y Davenport 2003; Horie y
Schroeder 2004). En las bases de datos hay varios genes candidatos que
podrian codificar canales NSCC, entre ellos, los CNGCs (Cyclic Nucleotide-
Gated Channels, Leng et al 2002), y los GLRs (Glutamate Receptor-like genes,
Tester y Davenport 2003; Demidchik et al 2004). En el caso de los canales
CNGCs, la adicion extracelular de andlogos de nucledtidos ciclicos produce
una inhibicién de la actividad del canal y, en consecuencia, de la entrada de
Na* (Maathuis y Sanders 2001). Esta familia de canales esta constituida por
20 miembros en Arabidopsis (Talke et al 2003). Estudios electrofisioldgicos
indican que AtCNGC1 y AtCNGC4 son igualmente permeables a K* y Na*
cuando se expresan en ovocitos de Xenopus, mostrando activacion por
nucleotidos ciclicos (Leng et al 2002; Balague et al 2003). AtCNGC2 parece
ser selectivo para el K* (Leng et al 2002); mientras que AtCNGC10 restaura el
transporte de K* en mutantes de E. coli y en levaduras defectivas en el
transporte de K, asi como en el mutante aktl-1 de Arabidopsis, lo que indica
que media en el transporte de K* en raices. La expresion heterologa en

levadura indica que AtCNGC3 puede transportar Na* y K* (Gobert et al

45



Antecedentes cienfificos

2006). AtCNGC3 principalmente se expresa en las células de cortex y
epidermis de raiz (Demidchik y Maathuis 2007).

En analogia a la situacién en animales, se ha sugerido que las
proteinas GLRs exhiben una conductancia iénica (Ca?, K*, Na*) inducida por
aminodcidos, fundamentalmente glicina y glutamato. Estas proteinas
pertenecen a una familia génica que cuenta con 20 miembros en Arabidopsis.
Experimentos electrofisiologicos en Arabidopsis han puesto de manifiesto la
existencia de corrientes de Na* y Ca* activadas por glutamato e
independientes de voltaje, sugiriendo un papel de los canales GLRs en la

entrada de Na* (Apse y Blumwald 2007).

5.2. Absorcion de Na* y K* y redistribucion en la planta

Inicialmente se habia sugerido que los sistemas de absorcién de K*
estarian implicados en el influjo de Na* (Epstein et al 1963). Sin embargo, los
canales de K* y sistemas de alta afinidad de absorcion de K* como los
transportadores KUP/HAK son relativamente especificos para K* (Santa-
Maria et al 1997, Maser et al 2001, Bafiuelos et al 2002, Vallejo et al 2005).
Entre los sistemas de transporte de K* de alta afinidad, se ha demostrado el
papel fundamental en la absorcién y redistribucion de Na* en la planta de las
proteinas HKT (Schachtman y Schroeder 1994; Laurie et al 2002; Haro et al
2005.). La familia de transportadores HKT ha sido dividida en dos
subfamilias (Platten et al 2006) que se diferencian en un aminodcido de la

primera region pore loop de la proteina, el cual juega un papel determinando
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la selectividad del catidn. Las proteinas de la subfamilia 1 estarian implicadas
en el transporte pasivo de Na* de baja afinidad. Las proteinas de la
subfamilia 2 catalizan el transporte activo de K* o Na* de alta afinidad (Horie
et al 2007, Munns y Tester 2008). Las proteinas HKT de la subfamilia 2 no se
han identificado en plantas dicotiledoneas (Platten y col 2006).

El primer cDNA aislado de un transportador HKT ha sido HKT1 de
trigo, renombrado HKT2;1 (Platten et al 2006). Se ha demostrado que HKT2;1
complementa el transporte de K* en una levadura deficiente en la absorcién
de K* (Schachtmann y Schroeder 1994) y que su expresion en ovocitos de
Xenopus y en levadura cataliza el simporte de alta afinidad Na*/K* a
concentraciones bajas de Na*; mientras que a concentraciones elevadas de
Na, el transporte de alta afinidad de K* se inhibe, dando lugar a un uniporte
de Na* de baja afinidad (Rubio et al 1995). Se ha comprobado que las plantas
transgénicas de trigo que expresan una construccion antisentido de HKT2;1
crecen mejor en condiciones salinas y muestran menor absorcién y
acumulacion de Na* que las plantas control (Laurie et al 2002). El gen HKT1;5
de trigo coincide con los loci de exclusion de Na* Nax2 y Knal que parecen
jugar un papel en la recuperacion de Na* desde el xilema (Davenport et al
2005, 2006; Byrt et al 2007).

El tnico transportador HKT identificado en Arabidopsis es AtHKT1;1.
Cuando esta proteina se expresa en ovocitos de Xenopus o en levadura
funciona como un uniporte selectivo para Na*, pero también complementa la
toma de K* en un mutante de E coli deficiente en transportadores de K,

aumentando su acumulacion. Ello sugiere algin papel de esta proteina en el
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transporte de K* (Uozumi et al 2000). Los mutantes Athkt1;1 son mas
sensibles a la salinidad que las plantas silvestres e hiperacumulan Na* en la
parte aérea pero no en la raiz (Maser et al 2002; Berthomieu et al 2003; Rus et
al 2004). AtHKT1;1 se expresa en la membrana plasmatica de células del
tejido vascular en hojas, sobre todo en floema y xilema (Barthomieu et al
2003, Sunarpi et al 2005).

Se han formulado varias hipotesis sobre la funcién de AtHKT1;1 en
Arabidopsis. Rus y colaboradores (2001) propusieron que AtHKT1;1 es una
via para la toma de Na* en la raiz. Sin embargo, aunque el Na* se acumula en
un mutante knockout de AtHKT1;1, la absorciéon de Na* no se modifica, lo que
sugiere que en Arabidopsis AtHKT1;1 no media de forma significativa el
influjo de Na* (Berthomieu et al 2003; Essah et al 2003). Berthomieu y
colaboradores (2003) demostraron la expresion de una proteina de fusion
AtHKT1;1-GUS en el floema de raiz y hoja y propusieron que AtHKT1;1
funciona en la recirculacion de Na* desde la parte aérea a la raiz,
probablemente mediando la carga de Na* al floema en la parte aérea, y la
descarga en raices (Berthomieu et al 2003). Sin embargo, Sunarpi y
colaboradores (2005) demostraron mediante microscopia inmunoelectronica
que AtHKT1;1 se localiza en la membrana plasmatica de células del
parénquima del xilema en la parte aérea y raiz, y propusieron que AtHKT1;1
interviene en la recuperacién de Na* del xilema y que esta recuperacion de
Na* tiene algun efecto secundario sobre los niveles de Na* del floema. En la
raiz, AtHKT1;1 estaria implicado en la recuperacién de Na* del xilema antes

de que éste alcance la parte aérea, mientras que en las hojas podria estar

48



Antecedentes cienfificos

implicado en la recirculacion de Na* en el floema (Berthomieu et al 2003,
Sunarpi et al 2005, Davenport et al 2007). Aunque AtHKT1;1 cataliza la
entrada de Na* en células, a nivel de la planta entera causa una reduccion del
influjo neto de Na* a la parte aérea.

En arroz se han identificado nueve transportadores tipo HKT. El
patron de expresion de las proteinas de la subfamilia 2 seria compatible con
un papel en la entrada de Na* por la raiz (Garciadeblas et al 2003, Horie et al
2001). E1 gen OsHKT1;5 coincide con el gen SKC1, identificado como un QTL
implicado en el mantenimiento de la homeostasis de K* en condiciones
salinas en una variedad tolerante a la salinidad (Ren et al 2005). SKC1 se
expresa en las células del parénquima del xilema y funciona como un
transportador selectivo para el Na*. Por lo tanto, OsHKT1;5 podria tener un
papel similar al de AtHKT1;1, recuperando Na* del xilema. OsHKT1;1 se
expresa principalmente en la parte aérea y cataliza el transporte de Na* de
baja afinidad en levaduras (Garciadeblas et al 2003). Los miembros de la
familia OsHKT2 parecen tener un papel en la entrada de Na* en la raiz. Tanto
el transportador OsHKT2;1 como OsHKT2;2 se inducen en condiciones de
carencia de K*, mientras que su expresion se inhibe en presencia de NaCl
(Horie et al 2001; Kader et al 2006). Recientemente se comprob6 que el
transportador OsHKT2;1 cataliza la absorcién activa de Na* en raiz con alta
afinidad en condiciones de carencia de K*, demostrando que en estas
condiciones el Na* puede reemplazar parcialmente al K* (Horie et al 2007,
Garciadeblas et al 2003). Altas concentraciones de K* inhiben el transportador

(Garciadeblas et al 2003), mientras que a altas concentraciones de Na* la
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expresion del transportador se reduce fuertemente para evitar niveles toxicos
de Na* en la planta. OsHKT2;2 cataliza el transporte acoplado de K* y Na*
(Horie et al 2001). La expresion de OsHKT2;1 y OsHKT2;2 se regula de forma
distinta por el estrés salino en las variedades de arroz BRRI Dhan29 y
Pokkali, sensible y tolerante a la salinidad, respectivamente (Kader et al
2006).

Otros transportadores de alta afinidad de K* de la familia
KUP/HAK/KT parecen tener también capacidad de mediar el transporte de
Na* de baja afinidad a concentraciones elevadas de Na’, aunque su
permeabilidad a Na* es demasiado baja para explicar las velocidades de
influjo de Na* observadas en condiciones salinas (Santa-Maria et al 1997). Sin
embargo, los niveles de transcripcion y la actividad de varios de los
transportadores de este grupo se modifican en condiciones salinas. HAK1 de
cebada expresado en levadura interviene en el transporte de Na* de baja
afinidad y en la toma de K* de alta afinidad (Santa-Maria et al 1997). En
experimentos de expresion heterologa se ha demostrado que concentraciones
elevadas de Na* inhiben el transporte de K* por AtKUP1 (Fu y Luan, 1998) y
AtHAKS (Rubio et al 2000). También se ha observado que la transcripciéon de
KUP2 disminuye en la parte aérea de plantas tratadas con NaCl (Maathuis
2006). Por otra parte, tanto la carencia de K* como el estrés por NaCl
aumentan los niveles de expresion de las proteinas McHAK1 y McHAK?2 de
Mesembryanthemum crystallinum (Su et al 2002). Estas isoformas parecen estar

implicadas en el mantenimiento de los niveles de K* citoplasmatico y/o en la
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regulacion del turgor bajo condiciones en las que el Na* externo inhibe la

toma de K* y el Na* celular reemplaza al K*.

5.3. Exclusion activa de Na*

En presencia de niveles elevados de Na* fuera de la raiz o de la célula,
el gradiente electroquimico hace que la toma de Na* sea pasiva y que el eflujo
de Na* sea un proceso activo. Mientras la extrusion de sodio en hongos y
animales, se realiza de forma muy eficaz a través de Na*-ATPasas y ATPasas
Na*/K*, respectivamente, estas bombas estan ausentes en plantas superiores
(Horie y Schroeder 2004), si bien se han descrito Na*-ATPasas en el musgo
Physcomitrella patens (Benito y Rodriguez-Navarro 2003). Ello sugiere que este
mecanismo de extrusion de Na* se ha perdido durante la evolucién en las
plantas terrestres, las cuales se han desarrollado en medios poco salinos y a
bajas concentraciones de K* (Benito y Rodriguez-Navarro 2003). En plantas,
la exclusion de Na* del citoplasma mediante acumulacién en la gran vacuola
central, donde ademas contribuye al mantenimiento del turgor, es un
mecanismo eficaz para evitar los efectos negativos de la salinidad. La
extrusion de Na* en plantas se realiza por un proceso de transporte activo
secundario, un sistema de antiporte Na‘*/H* localizado en la membrana
plasmatica o tonoplasto. Aunque existian numerosas evidencias de la
presencia de sistemas de antiporte Na‘/H* en estas membranas, la

identificacién de genes que codifican posibles antiportadores Na*/H* es

51



Antecedentes cienfificos

relativamente reciente y se ha producido fundamentalmente una vez
secuenciado el genoma de Arabidopsis (Apse y Blumwald 2007).

Una vez completa la secuenciacion del genoma de Arabidopsis se ha
identificado un total de 42 genes que codifican proteinas que forman parte de
la familia de antiportadores cation/proton (CPA, Cation Proton Antiporters)
(Saier 1999; Maiser et al 2001; Sze et al 2004). En Arabidopsis se han
identificado cuatro subfamilias de antiportadores catién/proton (CaCA,
NhaD, CPA1 y CPA2), que intercambian Ca*, Na*, K* y Mg* por H* (Maser
et al 2001). La familia CaCA estd formada por once miembros que parecen
estar relacionados con el transporte de iones divalentes, como Ca?, Cd* y
Mn?* (Cheng et al 2002). La familia NhaD cuenta con tan so6lo dos miembros.
Se ha demostrado que la proteina homoéloga de Physcomitrella tiene una
localizacion cloroplastidica. Estudios de complementacién en mutantes
deficientes en el transporte de K* y Na* sugieren la implicacién de esta
proteina en la absorcion de K* y el eflujo de Na*, mediando una actividad de
transporte Na*(Li*)/K*-H*, parecida a la descrita para la proteina GerN
(Ottow et al 2005, Barrero-Gil J 2007). Las proteinas de las subfamilias CPA1
y CPA2 contienen un  dominio de intercambio  Na*/H*

(http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/Pfam/getacc?PF00999). La subfamilia CPA1

estd constituida por las proteinas tipo NHX (6) y SOS (2), y la CPA2 por
transportadores de tipo CHX (28) y KEA (6). La actividad de los
transportadores KEA de plantas no ha sido adn determinada. Los
transportadores de la familia CHX, NHX y SOS estan implicados en el

transporte de Na*, Li* y K* en plasmalema, tonoplasto, compartimentos
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endosomales y cloroplastos, y juegan papeles esenciales en la homeostasis
intracelular de K*, Na* y H* (Wu et al 1996; Bressan et al 1998; Darley et al
2000; Shi et al 2000; Qui et al 2002; Quintero et al 2002; Shi et al 2002a;
Venema et al 2002; Apse et al 2003; Venema et al 2003; Cellier et al 2004; Qiu
et al 2004; Sze et al 2004; Brett et al 2005; Leidi et al 2005; Shabala et al 2005;
Hall et al 2006, Maresova y Sychrova 2006; Apse y Blumwald 2007;
Davenport et al 2007; Padmanaban et al 2007; Rodriguez-Rosales et al 2008;
Zhao et al 2008; Olias et al 2009).

5.4. Eflujo de Na* a nivel de la membrana plasmatica

El primer antiportador Na‘*/H* de la membrana plasmatica
identificado en plantas es el sistema SOS1 (Shi et al 2000). SOS1 forma parte
de la ruta de senalizacion SOS (Salt QOuverlay Sensitive), identificada en
Arabidopsis en un escrutinio de mutantes hipersensibles a estrés salino (Wu
et al 1996), y que constituye un modulo funcional (Quintero et al 2002) que
controla los flujos de Na* a través de la membrana celular (Bressan et al
1998). La ruta SOS esta constituida por los productos génicos de SOS1, SOS2
y SOS3. Por clonaje posicional se determind que SOS3 codifica una proteina
sensora de Ca* parecida a la subunidad reguladora de la calcineurina (Liu y
Zhu 1997; Ishitani et al 2000; Tester y Davenport 2003; Fig A4). De la misma
manera se determin6 que SOS2 codifica una proteina kinasa (Liu et al 2000;
Fig A4) y que SOSI codifica un antiportador Na*/H* (She et al 2000, Qiu et al

2002; Quintero et al 2002; Shi et al 2002; Fig A4). La ruta SOS se expresd en
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levadura, demostrandose que SOS3 se une a la membrana plasmatica
mediante un dominio miristoilado. En presencia de Ca*, SOS3 interacciona
con SOS2, lo que provoca el reclutamiento de SOS2 a la membrana, donde
puede fosforilar a SOS1 activando la extrusién de Na* de la célula (Quintero
et al 2002; Fig A4).

Aunque el mecanismo de senalizacion del estrés idnico y osmotico no
ha sido completamente esclarecido, se sabe que la respuesta al aumento de
Na* en el medio de crecimiento de las raices es un aumento del Ca? citosolico
libre (Kiegle et al 2000; Knight et al 1997, 2000; Moore et al 2002; Tracy et al
2008). De esta forma, el aumento de Ca?* provocado por el estrés salino
activaria la extrusiéon de Na* por SOS1. Se han descrito mutantes sos3 de
Arabidopsis que expresan una proteina menos sensible a Ca* y que por tanto
requiren concentraciones mas altas de Ca?* extracelular que las plantas
silvestres para la activacion de SOS3, lo que conduce a una hipersensibilidad
a NaCl de estos mutantes (Zhu 2002; Tuteja 2006).

Ademas de su papel como transportador de Na‘, SOS1 tiene un
dominio citosolico que podria funcionar como sensor de Na*, lo que abre la
posibilidad de una regulacion feed-back por SOS1 de la ruta de senalizacion

SOS (Zhu 2002; Tester y Davenport 2003).
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Fig A4. Modelo de control de la homeostasis idnica por proteinas de la ruta
SOS. El exceso de Na* externo es percibido por un receptor de naturaleza
desconocida que activa la enzima fosfolipasa C (PLC) especifica de
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2). La actividad de esta enzima genera
inositol trifosfato (IPs) y diacilglicerol (DAG), segundos mensajeros que
transmiten la sefial intraceluarmente, provocando un aumento del Ca*
citoplasmatico libre que se une a las proteinas receptoras de este cation como
SOS3. La proteina SOS3, activada mediante unién de Ca, interacciona con la
proteina quinasa SOS2, que cataliza la fosforilacion de SOS1, activandose asi
el antiporte Na*/H* y, en consecuencia, la extrusion de Na* (tomado de Tuteja
2007).
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En Arabidopsis se ha demostrado el papel de SOS1 en la homeostasis
de Na* y K* (Shi et al 2002a), asi como en el control del transporte a larga
distancia de Na* en el xilema (Shi et al 2002a). El mutante sosl es
hipersensible a sal y muestra un desequilibrio osmoético/idnico (Tuteja 2006).
Este mutante presenta ademds menor actividad de intercambio Na‘*/H* en
vesiculas de membrana plasmatica de raiz que las plantas de Arabidopsis
silvestre (Qiu et al 2003).

Se ha observado que SOS1 se expresa en apices y en tejidos vasculares
de raiz donde el antiportador Na*/H* que codifica desempefia un papel en el
eflujo de Na* al exterior y a la corriente transpiratoria, respectivamente (Shi
et al 2002; Chinnusamy et al 2005). La expresion en la parte aérea también
indica una localizacion predominantemente vascular.

En hojas, la actividad SOS1 se ha medido después de tratar las plantas
con sal porque los niveles de mRNA son muy bajos en ausencia de
tratamiento salino en comparacion a los niveles de mRNA en raices (Shi et al
2000). Las plantas transgénicas que sobrexpresan SOS1 muestran un
aumento drastico de la expresion de este gen en relacion con el tipo silvestre
en condiciones de estrés salino y solo en estas condiciones, sugiriendo que la
estabilidad del mRNA de SOS1 se regula por NaCl (Shi et al 2003).

Se ha observado que los mutantes sos1 muestran una concentracion
mas alta de Na* en la raiz y mas baja en el fluido xilematico que las plantas
silvestres cuando se cultivan ambas en condiciones salinas (Shi et al 2000,
2002; Davenport et al 2007). En el caso del fluido xilematico el menor

contenido en Na* de las plantas mutantes respecto de las silvestres so6lo se
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observa a bajas concentraciones de NaCl (25 mM); mientras que en
condiciones de alta salinidad (100 mM) el resultado es el contrario (Shi et al
2002). Este comportamiento se podria explicar si se considera que SOS1
controla el contenido de Na* en el xilema, actuando de forma bidireccional.
Asi, en condiciones normales de crecimiento, SOS1 podria cargar
activamente Na* en el xilema para su translocacion controlada a la parte
aérea y su acumulacién en el mesdfilo foliar. Por el contrario, cuando el
estrés sodico es importante, SOS1 podria expulsar Na* al medio en el apice
de la raiz y reabsorber el Na* del xilema en tejidos mas diferenciados,
retrasando asi el aporte de Na* a la parte aérea con la corriente de
evapotranspiracion (Shi et al 2002). Sin embargo, considerando la diferencia
de pH entre el citosol de las células del parénquima estelar (pH 7,0) y el
apoplasto del xilema (pH 6,0), la reabsorcion de sodio por un intercambio
electroneutro sdlo seria posible si la concentracion de Na* es al menos 10
veces mayor en el xilema que en el citosol de la célula (Shi et al 2002; Munns
y Tester 2008).

Los mutantes sos1, sos 2 y sos 3 muestran defectos en la nutricién de K,
siendo incapaces de crecer normalmente en medios con un aporte de sales de
K* inferior a 20 mM. La relacion entre la toxicidad por Na* y la deficiencia en
K* en mutantes sos aun no ha sido establecida, aunque la ausencia de
actividad transportadora de K* atribuible a SOS1 cuando éste se expresa en
levadura sugiere que los efectos de la mutacion sos1 sobre el transporte de K*

son indirectos (Quintero et al 2002).
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Fig A5. Implicacion del complejo SOS3-SOS2 en la homeostasis del Na*y
la tolerancia a la salinidad. El complejo SOS3-SOS2 inhibe la actividad HKT,
restringiendo la entrada de Na* al citosol y activa los antiportadores Na*/H*
de la membrana plasmatica, SOS1, y de la vacuola, NHX, provocando el
eflujo de Na* y su acumulacién vacuolar. Otras proteinas sensoras de Ca?
como calnexina o calmodulina también pueden estar implicadas en la
homeostasis del Na*, a través de la regulacion de la actividad de NHX y de

otros transportadores. El antiportador H*/Ca?, CAX1, ha sido identificado
como una diana de SOS2 implicado en la homeostasis citosélica de Ca?*
(tomado de Tuteja 2007).

Probablemente SOS2 aumenta la actividad de diferentes
transportadores en condiciones de estrés salino (Daijic 2006). El hecho de que

una mutacién knockout hkt1 suprima la sensibilidad a sal de mutantes de la

ruta SOS (Rus et al 2001, 2004) indica alguna interaccién entre la ruta SOS y
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el funcionamiento de los transportadores HKT (Rus et al 2001, 2004; Fig A5).
Se ha sugerido que SOS2 activa NHX, favoreciendo la acumulacién del
exceso de Na* dentro de las vacuolas (Qiu et al 2004). El transportador CAX1
puede ser también regulado por SOS2 para restaurar la homeostasis de Ca?"
citosolico (Cheng et al 2003).

Todo ello refleja que la ruta SOS puede estar implicada en la actividad
de diversos transportadores para mantener la homeostasis celular de iones y
favorecer la tolerancia a la salinidad (Tuteja 2006).

En Arabidopsis existe un homologo de SOS1, NHXS8, que parece
funcionar como antiportador de plasmalema transportando de forma
especifica Li* (An et al 2007). Por otra parte, se ha demostrado la localizacion
en la membrana plasmatica de algunas proteinas de la familia CHX. La
expresion de AtCHX21 en la membrana plasmatica de las células de la
endodermis indica que esta proteina juega un papel en el transporte de iones
a este nivel (Hall et al 2006). Las plantas mutantes Atchx21 presentan
concentraciones de Na* mas bajas en el xilema, asi como menor acumulaciéon
de Na* en las hojas que las plantas silvestres, lo que sugiere que AtCHX21
contribuye al eflujo de Na* desde las células endodérmicas hacia la estela
(Hall et al 2006). Tambien las proteinas AtCHX13 y AtCHX14 se localizan en
la membrana plasmatica, pero funcionarian en la absorcion de K* en

situaciones de carencia de K* (Zhao et al 2008).
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5.5. Acumulacion vacuolar de Na*y K*

Se ha puesto de manifiesto la localizacion subcelular en membranas
endosomales o tonoplasto de varias proteinas de las familias NHX y CHX
(Apse et al 1999; Hamada et al 2001; Xia et al 2002; Yokoi et al 2002; Fukuda
et al 2004b; Ohnishi et al 2005; Vasekina et al 2005; Vera-Estrella et al 2005;
Yoshida et al 2005; Hall et al 2006; Li et al 2006; Maresova y Sychrova 2006,
Pardo et al 2006; Padmanaban et al 2007; Rodriguez-Rosales et al 2008; Zhao
et al 2008). Tambien las proteinas de la familia KEA tienen una localizacion
endosomal/prevacuolar (Aranda et al, no publicado). La acumulacién de Na*
en vacuolas proporciona un mecanismo eficiente para evitar los efectos
toxicos del Na* en el citosol, mientras que la acumulacion de K* en vacuolas o
compartimentos endosomales, asi como la regulaciéon del pH intracelular son
esenciales para varios procesos celulares que se pueden ver afectados por el
estrés salino. Cellier y colaboradores (2004) sugirieron que al menos un
miembro de familia CPA2, AtCHX17, puede contribuir a la adquisicién de K*
y a su homeostasis bajo condiciones salinas, ya que los niveles de transcrito
de este gen aumentan en dichas condiciones (Maathuis 2006). En mutantes
chx17 no se observaron diferencias en el contenido de Na*, pero si una
disminucion en el contenido de K* con respecto a plantas silvestres cuando se
cultivaron ambas en condiciones salinas (Cellier et al 2004). Estos estudios
sugieren que CHX17 transporta mas K* que Na* y que este transportador
podria participar en la homeostasis de K* en raices, particularmente durante

el estrés salino. Igualmente se ha demostrado que el transportador AtCHX20
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complementa la sensibilidad a la deficiencia de K* a pH alcalino provocada
por la disrupcion del transportador intracelular SCKHA1 en levadura. En
Arabidopsis, AtCHX20 estaria implicado en la osmoregulacion a través del
transporte de K* y posiblemente en la regulacién del pH en endosomas de
células guarda (Padmanaban et al 2007). Por ultimo, se ha demostrado que el
transportador AtCHX23 esta localizado en cloroplastos, estando implicado
en la regulacion del pH citoplasmatico y posiblemente en el mantenimiento
de un pH elevado en el estroma del cloroplasto, necesario para la sintesis de
ATP. Se ha observado que los mutantes chx23, ademas de tener un desarrollo
anormal de los cloroplastos y un pH citosdlico mas alto, muestran una alta
sensibilidad a NaCl (Song y col 2007).

Se ha sugerido que los principales antiportadores implicados en la
acumulacion de Na* en vacuolas son las proteinas de la familia NHX
(Blumwald et al 2007). Sin embargo, se ha demostrado también que al menos
algunos miembros de esta familia tienen una localizacion endosomal, y
catalizan un intercambio (Na* K*)/H* o K*/H* (Venema et al 2002, Venema et
al 2003), mientras que otros estan claramente implicados en la regulacion del

pH vacuolar (Fukada-Tanaka et al 2000).
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6. Transportadores NHX

El primer miembro de la familia NHX identificado en plantas fué
AtNHX1 (Gaxiola et al 1999), que mostré6 homologia con los antiportadores
Na*/H* NHE de membrana plasmatica de células animales y ScNHX1 de
levadura. Se ha demostrado que la expresion de AtNHX1 en levadura
complementa la sensibilidad a NaCl causada por la disrupcion del gen
ScNHX1 (Gaxiola et al 1999; Quintero et al 2000). Brett y colaboradores (2005)
propusieron la agrupacion de las proteinas NHE6 y NHE7 humanas, ScCNHX
de levadura y AtNHX1 de Arabidospsis en una nueva subfamilia NHE de
antiportadores Na*/H* intracelulares. Posteriormente, se han identificado
muchos mds antiportadores intracelulares, ahora llamados NHX, en plantas,

hongos y animales.

6.1. Analisis filogenético.

Como ya se ha mencionado, de acuerdo a la clasificacion de Saier y

colaboradores (1999 http: // www.tcdb.org/index.php), los transportadores

NHX se incluyen en la familia CPA1 que tiene su origen en los genes NhaP
de procariotas (Fig A6, Brett et al 2005). Los genes NhaP presentan una alta
homologia de secuencia con antiportadores de membrana plasmatica del tipo
AtSOS1 (SOS-like), que estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal.

Los transportadores mas estudiados en la familia CPA1 son las proteinas
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NHE presentes solo en animales y localizadas en la membrana plasmatica.
Ademas, se han identificado proteinas NHE/NHX intracelulares en plantas,
animales y hongos. Estas proteinas constituyen un grupo muy diverso,
denominado NHX, subdividido a su vez en Clase-I y Clase-II (Pardo et al
2006), con aproximadamente 20 a 25 % de identidad entre ellas (Brett et al
2005).

Las secuencias de Clase-I son muy divergentes de otras secuencias
NHX y hasta ahora han sido identificadas en monocotiledoneas y
dicotileddneas tanto angiospermas como gimnospermas, asi como en el
musgo Physcomitrella patens. También se han encontrado secuencias
relacionadas con las secuencias de Clase I, aunque de forma muy lejana, en
algas verdes como Chlamydomonas reinhardtii, Osteococcus lucimarinus y
Osteococcus tauri, lo que podria indicar una especializacion de los
antiportadores de Clase-I en plantas terrestres. Una caracteristica comun a las
isoformas NHX de la Clase-I hasta ahora estudiadas es su localizacion en la
membrana vacuolar. Las secuencias mas estrechamente relacionadas con las
secuencias de Clase I no pertenecientes a células vegetales se pueden
encontrar en pardsitos primitivos de eucariotas como Entamoeba histolytica y
Entamoeba dispar, aunque estas proteinas podrian representar isoformas que
circulan entre la membrana plasmdtica y membranas internas, como se ha

sugerido para la proteina DANHE1 de la familia NHE-8 de Dictyostelium
discoideum (Patel y Barber 2005).

Las secuencias de Clase-Il de plantas constituyen una subclase
separada dentro de las secuencias Clase-II, la cual incluye los
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transportadores ScNHX1, HsNHE6 y HsNHE?. Secuencias de la Clase-II se
pueden encontrar en angiospermas y en la gimnosperma Picea sitchensis con
miembros ligeramente mas distantes en el musgo Physcomitrella. Las
secuencias Clase II de plantas superiores y musgos presentan bastantes
divergencias con las secuencias homologas en las algas verdes Ostreococcus
lucimarinus 'y Chlamydomonas reinhardtii. Los antiportadores Clase II

estudiados hasta ahora tienen en comun su ubicacién en compartimentos

endosomales (Fig A6 Tabla A2).

Tabla A2. (pag sig.) Numeros de accesion (http://www.uniprot.org/uniprot/) y
longitud de las proteinas mostradas en la figura A6. Las abreviaturas utilizadas
corresponden a las siguientes especies: Vv,Vibrio vulnificus; Dd, Dictyostelium
discoideum; Eh, Entamoeba Histolytica; Ed, Entamoeba dispar SAW?760; Sc,
Saccharomyces cerevisiae; Ac, Aspergillus clavatus; Cr, Chlamydomonas
reinhardtii; Ol, Ostreococcus lucimarinus; Ot, Ostreococcus tauri; Pp,
Physcomitrella patens; Ps, Picea sitchensis; Pt, Pinus taeda; Zm, Zea mays; Os,
Oryza sativa; Ta, Triticum aestivum; At, Arabidopsis thaliana; Sl y Le, Solanum
lycopersicon; Nv, Nematostella vectensis; Tah, Trichoplax adhaerens; Ce,
Caenohabditis elegans; Dm, Drosophila melanogaster; Ag, Anopheles gambiae; Mm,
Mus musculus; Hs, Homo sapiens. La numeracion de las secuencias
corresponde a datos publicados. Los nimeros que figuran entre paréntesis

han sido asignados para distinguir entre si las secuencias tomadas de las
bases de datos.

* : Anotado como secuencias parciales

*% : Numero de accesion para secuencia EST
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Bacteria
VvNhaP
Eucaryota
Amoebozoa
DANHE1
EhNHX(1)
Eh(NHX(2)
EdANHX(1)
EANHX(2)
Fungi
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AtNHX1
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LeNHX1
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Animalia
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CeNHX1
CeNHX2
CeNHX3
CeNHX4a
CeNHX4b
CeNHX5a
CeNHX5b
CeNHX6
CeNHX7
CeNHX8a
CeNHX8b
CeNHX9a
CeNHX9
DmNHE1
DmNHE2
DmNHE3
DmNHES8
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=<
=
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=
<
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1]
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538
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529
517
535
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534
531
537
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554
493*
497*
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670

749

684

630

611
533*

783

681

655

667

667

649
1291

751

576

650

576

815

812

834

798

896

669

725

577

645
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Fig A6. Arbol filogenético de las 79 proteinas antiportadoras proton/cation
monovalente de la familia CPA1l. Las relaciones filogenéticas fueron
deducidas usando el método de Neighbor-Joining (Saitou y Nei 1987). El
arbol consenso se infiri6 de un analisis de bootstrap de 500 réplicas
(Felsenstein 1985). Las distancias evolutivas se computaron usando el
método de correccion de Poisson (Zuckerlandl y Pauling 1965). Todas las
posiciones del alineamiento que representaban gaps se eliminaron, dando
lugar a la utilizacion de un total de 93 posiciones en el andlisis final. El
analisis filogenético se llevo a cabo utilizando el programa MEGA4 (Tamura
et al 2007). En la Tabla A2 se proporciona una lista de las secuencias.
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6.2. Localizacion y expresion génica

Como ya se ha indicado, los antiportadores Clase-I de plantas
investigados hasta ahora estan localizados en tonoplasto. El estudio de la
localizacion subcelular de estos transportadores se ha realizado con
anticuerpos policlonales que se unen a las proteinas nativas (Apse et al 1999;
Hamada et al 2001; Xia et al 2002; Fukuda et al 2004; Vasekina et al 2005;
Yoshida et al 2005; Li et al 2006), mediante expresion transitoria o estable de
proteinas de fusion fluorescentes en células epidérmicas de cebolla o células
BY2 (Yokoi et al 2002; Ohnishi et al 2005; Yoshida et al 2005; Li et al 2006) y a
través de experimentos de inmunodeteccion con particulas de oro (Yoshida
et al 2005). La tnica excepcion a la localizacion vacuolar de estos
transportadores fue encontrada por Vera-Estrella y colaboradores (2005),
quienes detectaron una proteina de 50 kDa reconocida por un anticuerpo
policlonal frente a AtNHX1 en membrana plasmatica, pero no en tonoplasto
de raices de Thellungiella. Respecto a la localizacion de los antiportadores de
Clase-1I, en esta tesis se presentan resultados relativos a su localizacion. La
expresion transitoria en las células epidérmicas de cebolla de proteinas de
fusion fluorescentes muestra que LeNHX2 y AtNHX5 estan presentes en
pequenas vesiculas, lo que indica una localizacién prevacuolar o endosomal
claramente diferenciada de las membranas de la vacuola central o del
conjunto reticulo endoplasmatico-Golgi (Pardo et al 2006, este trabajo). La

localizacion recuerda a la localizacidon prevacuolar de la proteina de levadura
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ScNHX1, sugiriendo asi una funcion similar para la proteina de levadura y la
de planta.

Se han encontrado varias isoformas de transportadores NHX en
plantas. La mayor parte de ellas se expresan en ausencia de estrés en todos
los tejidos de la planta (Quintero et al 2000; Hamada et al 2001; Fukuda et al
2004; Yokoi et al 2002; Wu et al 2004; Zhang et al 2008) y se inducen por
estrés salino en hojas (Quintero et al 2000; Venema et al 2003; Kagami et al
2005), en raices y hojas (Fukuda et al 1999; Hamada et al 2001; Brini et al
2005; Zahran et al 2007), en tallos (Chauhan et al 2000) o en raices (Fukuda et
al 2004; Zorb et al 2004). Algunas isoformas son inducidas por ABA (Yokoi et
al 2002; Venema et al 2003; Li et al 2009), KCI (Fukuda et al 1999; Gaxiola et al
1999; Fukuda et al 2004; Wu et al 2004), deshidratacion (Li et al 2006), estrés
hiperosmotico (Fukuda et al 1999; Yokoi et al 2002; Fukuda et al 2004) o
estrés por altas temperaturas (Porat et al 2002).

La expresiéon de las seis isoformas NHX de Arabidopsis se ha
estudiado en detalle (Yokoi et al 2002). Las isoformas predominantes son
AtNHX1 y AtNHX2, encontradas en raices y parte aérea (Yokoi et al 2002;
Shi et al 2002; Apse et al 2003). Los niveles de expresion de AtNHX3, 4y 6 en
estos tejidos eran muy inferiores a los de AtNHX1 y 2. La expresion de
AtNHX1 se incrementa en hojas, pero no en raices, por tratamiento con NaCl
o ABA (Quintero et al 2000). En plantulas, AtNHX1 y AtNHX2 se inducen
ademads de por estrés salino, por choque hiperosmotico y tratamiento con
ABA; mientras que AtNHXS5 se induce solo por estrés salino (Blumwald et al

2000) y AtNHX4 por estrés salino y ABA (Li et al 2009). AINHX1 y AtNHX2
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no son inducibles por NaCl en mutantes aba2-1, lo que indica que la
induccion por NaCl de estos transportadores es dependiente de la
sefalizacion por ABA (Shi et al 2002; Yokoi et al 2002).

La distribucion de AtNHX1 en tejidos se estudid mediante analisis de
expresion del promotor Gus en plantas de Arabidopsis transgénicas (Shi et al
2002) y mediante hibridacion in situ (Apse et al 2003). Estas investigaciones
mostraron que AtNHX1 se expresa en todos los tejidos excepto en el apice de
la raiz. Se observaron niveles altos de expresion en células guarda, lo que
sugiere un papel de AtNHX1 en la acumulacién de K* en estas células (Shi et
al 2002). Asi mismo, se detecté una alta expresién en respuesta al estrés
salino no solo en hojas, sino también en pelos radiculares, indicando un
papel en la acumulacion de Na* en las vacuolas de estas células en respuesta
al estrés salino (Shi et al 2002). También se observaron altos niveles de
expresion en tejidos florales y en células estrechamente asociadas al tejido
vascular en hojas e inflorescencias (Shi et al 2002; Apse et al 2003)

Algunas isoformas de genes NHX han mostrado una expresion
preferencial en flores y frutos, lo que podria estar relacionado con una
funcién especifica. Asi, la proteina InNNHX1 de Ipomea Nil, se localiza
principalmente en el limbo de las flores donde determina el color por
cambios en el pH vacuolar (Ohnishi et al 2005) y la proteina VVNHX1 de uva
se localiza fundamentalmente en fruto maduro donde se supone estd
implicada en la acumulacion de K* y la extension de la vacuola durante la

maduraciéon (Hanana et al 2007).
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Los estudios de expresion génica basados en la informacidn obtenida
de microarrays confirman la induccion por estrés salino y osmético de los
antiportadores AtNHX1, 2 y 4 en hojas y AtNHX3 en raices

(http://wardlab.cbs.umn.edu/arabidopsis/ y http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-

bin/efpWeb.cgi; Hanana et al 2007; Winter et al 2007). Como ocurre con otras

isoformas especificas de Ipomea Nil o de uva, la expresion de AtNHX4 se ha
detectado principalmente en el polen maduro y semillas. En células guarda
los niveles de expresion de AtNHX1, AtNHX2, AtNHX5 y AtNHX6 son
mayores que en las células del mesofilo que las rodean (http: //

www.biology.ucsd.edu/labs/schroeder/index.html; Shi et al 2002). Ademas,

AtNHX1 y AtNHXS5 se inducen por ABA en estas células, resultados que
contrastan con los encontrados por Yokoi y colaboradores (2002) para
AtNHX5. Se ha detectado también que varias isoformas de transportadores
NHX son inducidas o reprimidas por estreses bidticos. Aunque este aspecto
todavia no se ha investigado en profundidad, es posible que esta
induccion/represion pudiera estar relacionada con un papel de estas
proteinas en la regulacion del pH citoplasmatico (Viehweger 2002, Pardo et

al 2006; Li et al 2009).

6.3. Propiedades bioquimicas

6.3.1. Deteccion de antiportadores Cation/Proton en vesiculas.
La determinaciéon de la acidificacion en vesiculas de membrana

aisladas o vacuolas intactas ha sido fundamental para demostrar el
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transporte activo primario de protones en la membrana plasmatica o en el
tonoplasto (Hager et al 1980; Scarborough 1980; Churchill et al 1983). Los
gradientes de pH en el interior de las vesiculas pueden ser monitorizados
siguiendo la acumulacion de bases débiles permeables como amonio o
imidazol, de aminas radiactivas como [“C]metilamina o aminas fluorescentes
como quinacrina o naranja de acridina, que son permeables en la forma
neutra, pero quedan atrapadas dentro de las vesiculas en su forma protonada
(Scarborough 1980). La extincién de la fluorescencia (quenching) de estos
compuestos cuando se acumulan dentro de las vesiculas ofrece una medida
muy sensible de la acidificacion de las mismas, aunque la cuantificacion del
gradiente de pH no es normalmente posible (Palmgren 1991; Clerc y
Barenholz 1998). Como las bombas de H* de plantas son electrogénicas, la
formacién del gradiente de pH acido en el interior de las vesiculas de
membrana también depende de la presencia de aniones permeables fuera o
de cationes permeables en el interior, para facilitar el equilibrio de cargas.
Por esta razon, los ensayos de determinacion de la actividad transportadora
se realizan normalmente en presencia de iones CI;, relativamente permeables,
o K* y el ionoforo de K* valinomicina, facilitando el cotransporte
eléctricamente acoplado de H* y CI, o el antiporte H*/K*. La monitorizacion
del efecto de las sales sobre el establecimiento o la disipacién de tales
gradientes de pH ha permitido obtener indicios de la presencia de sistemas
de antiporte cation/proton en las membranas de las células vegetales (Sze et
al 1983; Blumwald y Poole 1985, 1987; Scherer et al 1985; Blumwald et al

2000). La velocidad de formacion o disipacion del gradiente de pH, sin
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embargo, también depende de manera critica de la conductividad relativa de
aniones y cationes. Puesto que las vesiculas de membranas aisladas son
relativamente permeables a protones, es a menudo dificil distinguir entre
antiportes  eléctricamente acoplados y antiportadores enzimaticos

cation/proton.

6.3.2. Primeras determinaciones bioquimicas de la actividad antiporte
cation/proton en vesiculas de membrana.

A pesar de las dificultades mencionadas en la determinaciéon de la
actividad de antiporte cation/protén, la cinética de la disipacion de un
gradiente de pH preestablecido en vesiculas vacuolares aisladas y en
vacuolas intactas de remolacha roja pudo resolverse en un componente de
antiporte Na‘*/H* electroneutro, saturable y sensible a amilorida y un
antiporte eléctricamente acoplado de K*/H+ o Na’/H* no saturable
(Blumwald y Poole 1985, 1987). Posteriormente, se describi6 en el tonoplasto
de varias especies de plantas una actividad antiporte Na*/H* similar, con
valores de Km para Na* entre 2,4 y 51 mM (Blumwald y Poole 1985, 1987;
Matoh et al 1988; Garbarino et al. 1989; Staal et al 1991; Ballesteros et al 1997;
Fukada et al 1999). Esta actividad se inducia rdpidamente en plantas que
crecian en condiciones salinas, sobre todo en especies glicofitas (Garbarino et
al 1989).

Se han obtenido evidencias de la existencia de actividad antiporte
K*/H* estudiando los efectos de diferentes sales sobre la formacion o la

disipacion de gradientes de protones en membrana plasmatica de callos de
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tabaco (Sze et al 1983), tonoplasto y membrana plasmadtica de raices de
algodon y de Atriplex (Hassidim et al 1990) e hipocotilos de calabacin
(Scherer et al 1985). El antiporte K*/H* parece ser mucho menos selectivo para

K*, pues exhibe una actividad considerable con otros cationes monovalentes.

6.3.3. Medida de la actividad de las proteinas de la familia de
antiportadores NHX

Ninguna de las aproximaciones bioquimicas ha permitido Ia
identificacion de las proteinas responsables de la actividad antiportadora K*,
Na*/H*. Una vez secuenciado el genoma de Arabidopsis, la situacién se ha
revelado mucho mds compleja que la esperada inicialmente, ya que se han
identificado un total de 44 secuencias con homologia a antiportadores Na*/H*
o K*/H* en esta planta modelo. Estos transportadores se localizan en
tonoplasto, membrana plasmatica o membranas endosomales (Sze et al 2004).

La homologia de secuencias de AtNHX1 con las de los antiportadores
NHE sugiere que AtNHX1 es la proteina responsable del antiporte especifico
Na*/H* inducido por estrés salino y sensible a amilorida encontrado en
vesiculas del tonoplasto de Arabidopsis (Apse et al 1999). La actividad
antiporte Na'/H* de AtNHXI1, ensayada en membranas vacuolares obtenidas
de plantas transgénicas de Arabidopsis que sobrexpresan este transportador,
muestra una Km de 7 mM para Na*, mientras que en plantas silvestres no
transformadas esta actividad era muy baja. La disrupcion de AtNHX1 causa
una disminucion de la actividad de intercambio Na*/H* (Apse et al 2003).

Aunque inicialmente se consider6 que AtHNX1 era un transportador
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especifico para Na*, estudios posteriores han mostrado que también cataliza
el antiporte K*/H*, aunque con afinidad mas baja (Apse et al 1999; Zhang et al
2001; Venema et al 2002; Apse et al 2003). El hecho de que mutantes carentes
de AtNHX1 o lineas que sobreexpresan el gen tengan alterada la actividad
antiportadora total de manera considerable, indica que AtNHX1 es el
principal contribuyente a la actividad de antiporte Na*/H* o K*/H* vacuolar, a
pesar de la presencia en Arabidopsis de otras cinco isoformas NHX asi como
de otras proteinas de las familias CPA1 y CPA2.

Para poder evaluar de una forma mas detallada la funciéon de los
antiportadores NHX de plantas, evitando interferencias con otros
antiportadores, un sistema adecuado es la expresion heterdloga en levadura.
De esta forma se ha podido medir la actividad AtNHX1 en vesiculas de
membrana vacuolar obtenidas a partir de una cepa de Saccharomyces cerevisiae
en la cual el gen SCNHX, isoforma enddgena de NHX, era inactivado (Darley
et al 2000). La actividad de AtNHXI1 parece ser ligeramente mas alta que la
de la proteina endogena de levadura, con valores de Km de 11 y 16 mM para
el Na*, respectivamente. Esta actividad es electroneutra, como se concluye de
experimentos con la sonda de potencial de membrana Oxonol V, y sensible a
amilorida. Utilzando una cepa de levadura similar, Yamaguchi y
colaboradores (2003) encontraron que la actividad antiporte K*/H* era
aproximadamente dos veces mas alta que la actividad antiporte Na*/H* en
vesiculas vacuolares obtenidas a partir de levadura que sobreexpresa la
proteina AtNHX1, siendo los valores de Km para K* y Na* 12 y 24 mM,

respectivamente. Las discrepancias entre las determinaciones en plantas y en
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levaduras podrian ser debidas a la existencia de mecanismos reguladores
especificos de plantas que no estan presentes en el sistema heterdlogo. En
este sentido, se encontré que la eliminacion del dominio C-terminal de
AtNHX1 aumenta la actividad antiporte Na‘*/H*, mientras que la union de la
proteina AtCaM15 tiene el efecto opuesto (Yamaguchi et al 2003, 2005). Se ha
propuesto que en condiciones normales AtNHX1 funciona en la acumulacion
vacuolar de K*, mientras que en condiciones de estrés salino se podria activar
el intercambio Na*/H* de este transportador, liberandose del bloqueo por
otras proteinas como CaM15 wunidas al dominio C-terminal. La
sobreexpresion de AtNHX1 también induciria principalmente el antiporte
Na*/H* debido a la ausencia de suficiente cantidad de proteinas inhibitorias.
En la levadura, la enzima estaria presente en el modo antiporte K*/H*. Sin
embargo, las diferencias en los niveles de expresién en levadura de las
proteinas desprovistas o no del extremo C-terminal podrian afectar a los
resultados (Yamaguchi et al 2003). También se ha constatado que el
responsable principal de la actividad de antiporte Na*/H* y K*/H* en las
vesiculas vacuolares de levadura es la proteina Vnxl, una proteina con
homologia a antiportadores Ca?/H* y Ca*/Na* (Cagnac et al 2007), lo que
lleva a reconsiderar las primeras descripciones de la actividad antiporte
Na*/H* atribuidas a AtNHXI1 en levadura, pues parte de ella podria estar
asociada a Vnx1. Finalmente, se ha demostrado que ScNHX1 participa en el
trafico de vesiculas y direccionamiento de proteinas en el sistema endosomal
y en la biogénesis prevacuolar/vacuolar (Bowers et al 2000; Brett et al 2005),

lo que complica la obtencién de preparaciones de membrana vacuolar que
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sean comparables entre levaduras de tipo salvaje y mutantes que no
expresan ScNHXI.

Por todo ello, las vesiculas de membrana o vacuolas intactas en las que
operan muchos transportadores de iones no son el sistema mas adecuado
para estudiar la funcion de antiportadores NHX de plantas. La expresion
heterdloga en levaduras facilita la purificacion de proteinas usando las
etiquetas de afinidad adecuadas. Para evitar la interferencia con otros
transportadores idnicos, la proteina purificada puede ser reconstituida en
liposomas artificiales. Finalmente, la encapsulacion de indicadores de pH
impermeables dentro de los proteoliposomas durante la reconstitucion,
permite una verdadera medida cuantitativa de pH dentro del rango de
sensibilidad del indicador. Usando esta aproximacion se demostrdé que la
proteina AtNHXI1 cataliza el antiporte Na*/H* y K*/H* con una afinidad
similar de aproximadamente 40 mM (Venema et al 2002). Este antiporte
podia ser inhibido por los andlogos de amilorida, EIPA (5-(N-etil-N-
isopropil)amilorida) y benzamil.

El tnico transportador de la familia NHX de Clase-II de plantas que
ha sido estudiado y para el cual se han realizado medidas de actividad es la
proteina de tomate LeNHX2. Se ha demostrado que esta proteina, purificada
y reconstituida en liposomas, cataliza de forma especifica el antiporte K*/H*
(Venema et al 2003, este trabajo), coincidiendo con los resultados de estudios
de acumulacion de iones en levaduras que expresan este transportador

(Venema et al 2003).
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Las medidas de actividad en otras isoformas de genes NHX son
escasas. La actividad del antiportador de Clase-I VVINHX1 de uva, ensayada
en vesiculas vacuolares de levadura, muestra afinidad similar para K* y Na*
(Hanana et al 2007). La sobreexpresion de AtNHX3 en remolacha tolerante a
sal incrementa sobre todo el antiporte K*/H* en vesiculas de tonoplasto,
acumulando estas plantas transgénicas mas K* (Liu et al 2008). La proteina
NHE8 humana, un antiportador similar al clado de antiportadores
vacuolares de plantas, una vez purificada y reconstituida en liposomas,
muestra actividad antiporte K*/H* y, en menor grado, Na*/H* (Nakamura et
al 2005). Asimismo, la isoforma NHE8 de mosquito cataliza el antiporte
Na*/H*, K*/H* y Li*/H* en vesiculas reconstituidas. Cuando NHES8 se expresa
en fibroblastos deficientes en NHE se observa que la toma de 22Na* por estas
células es sensible a amilorida (Kangethe et al 2007). La inhibicion de la
entrada de Rb* en compartimentos endosomales por K*, Na* o Li*, indica una
actividad antiporte K*/H* y, en menor medida, Na*/H* y Li*/H* para la
proteina humana NHE7 (Numata 2001). En levadura en la que la membrana
plasmatica estd permeabilizada se observa un rapido eflujo de 2Na*”? o 8Rb*#
en las cepas que carecen de ScNHX1, mientras que en las cepas de tipo
silvestre estos iones permanecen en las vacuolas, indicando ello que la
proteina SCNHX1 también cataliza el intercambio Na*/H* y K*/H*. Se puede
concluir que la familia de proteinas NHX intracelulares catalizan un

antiporte K*/H* y Na*/H*relativamente no-especifico.
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6.4. Organizacion estructural y propiedades reguladoras

Los analisis topologicos y estudios de funcidn sélo se han realizado
hasta ahora para la proteina AtNHXI. El andlisis de la hidropatia de NHX
indica una organizacion de dominios similar a las isoformas NHE, lo que
sugiere que los rasgos estructurales se han conservado. En el dominio
conservado N-terminal hay 12 regiones hidréfobas que potencialmente
constituyen hélices transmembrana, mientras que el dominio C-terminal
hidrofilico estaria implicado en interacciones reguladoras. Hasta el momento
se han propuesto dos modelos topoldgicos diferentes (Yamaguchi et al 2003;
Sato et al 2005). Experimentos detallados de traduccion in vitro indican que la
topologia de AtNHX1 es muy similar a la de la proteina NHE1 humana
(Wakabayashi et al 2000; Sato et al 2005), con 11 hélices transmembrana y un
bucle intramembrana correspondiente a la region hidrofoba 9. Las isoformas
NHX de plantas, contrariamente a las isoformas intracelulares presentes en
otros organismos, carecen de la primera extension H1 hidréfoba que, en
NHE1 o en NHE6, acttia como un péptido senial N-terminal necesario para la
insercion en el reticulo endoplasmatico (Sato et al 2005). Atn asi, la primera
hélice transmembrana de AtNHX1, correspondiente a la hélice
transmembrana 2 de NHEI1, se inserta en la misma orientacion en la
membrana, mientras el extremo C-terminal estd en el citoplasma (Sato et al

2005). La region hidrofoba 9 tiene una topologia muy similar al bucle H10
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caracteristico de la isoforma NHE1 humana, y no atravesaria la membrana
completamente (Wakabayashi et al 2000; Sato et al 2005). La mutagénesis en
la region correspondiente de la proteina SCNHX1 de levadura ha revelado
que varios aminodcidos que unicamente estan conservados entre los NHX
intracelulares son esenciales para su funcion (Mukerjee et al 2006) (Fig. A7).
Sin embargo, un modelo en tres dimensiones de NHE1 basado en la
estructura cristalina de NhaA predice una estructura diferente, en particular
en lo referente a la hélice 9 transmembrana y al bucle intramembranario H10

de NHE1 (Landau et al 2007).

hNHEA
1 23 4 56 7 8 9H10101112

cytosol

lumen

12 3 4 56 7 8 910 1112
AtNHX1

Fig A7. Modelo de la topologia de AtNHX1 (Sato et al 2005).

Estudios en mutantes insercionales con un epitopo 3xHA han llevado
a proponer una topologia de membrana diferente para la proteina AtNHX1
de Arabidopsis (Yamaguchi et al 2003). En este modelo el dominio C-terminal
estaria expuesto al lumen vacuolar, mientras el dominio N-terminal podria

ser citoplasmatico. Conforme con esta topologia, se ha descrito que algunos
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aminodcidos del dominio C-terminal de la proteina ScNHX1 estan N-
glicosilados, lo que indica que al menos parte del dominio C-terminal esta
expuesto al lumen endosomal en alguna etapa (Wells et al 2001). Este nuevo
modelo referente a la topologia de AtNHX1 predice la existencia de sélo 9
hélices transmembrana. En este modelo, el dominio hidréfobo 3 que contiene
el lugar de union a amilorida y los dominios hidrofobos 5 y 6, que contienen
residuos probablemente implicados en la union y en el transporte de Na* o
H*, no atraviesan la membrana. Ello implicaria que varias de las hélices
transmembrana de AtNHXI estdn insertadas en la membrana en direccion
opuesta a la de insercion de las hélices transmembrana de proteinas NHE de
la membrana plasmatica, lo que ha sido relacionado con el hecho de que las
proteinas NHXs de plantas muestren una direccion de transporte opuesta a
la de las proteinas NHE de la membrana plasmatica (Yamaguchi et al 2003)

(Fig A8).
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Fig. A8. Modelo sobre la estructura de AtNHX1 (Yamaguchi et al 2003)
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Mientras las proteinas NHE de la membrana plasmatica de células
animales son activadas por acidificacién citoplasmatica y normalmente
catalizan la entrada de Na* acoplada a la extrusion de protones (Landau et al
2007), las enzimas de las plantas estdn implicadas en la extrusién a la vacuola
de Na* o K, causando acidificacion citoplasmatica. La proteina bacteriana
relacionada, NhaA (2H*/Na"), se activa por alcalinizacion interna y cataliza la
entrada de protones acoplada a la extrusién de Na* (Taglicht et al 1991). Los
intercambiadores  electroneutros  catién/proton  1:1  podrian  ser
completamente reversibles, como se ha demostrado para el intercambio
Na'/H* sensible a amilorida de células de mamiferos (Paris y Pouysségur
1983) y para el antiportador Na*/H* SOD2 de membrana plasmatica de
Schizosaccharomyces pombe (Hahnenberger et al 1996). Estudios de
mutagénesis en la proteina humana NHE1 y andlisis estructurales de sus
hélices transmembrana han sefialado la existencia de algunos residuos
localizados en los segmentos transmembrana 4, 7 y 9 (correspondientes a 3, 6
y 8 en AtNHX1 de Arabidopsis) que podrian estar directamente implicados en
el transporte de iones (Reddy et al 2008). Estas regiones transmembrana
estan fuertemente conservadas también en la familia de transportadores
intracelulares NHX. Se ha propuesto un mecanismo que explica como las
proteinas NHE llevan a cabo el transporte de iones tomando para ello como
base los datos obtenidos de estos estudios de mutagénesis, asi como el
modelo de NHE basado en la estructura del antiportador bacteriano NhaA
(Landau et al 2007). Este modelo sefiala como esenciales los aminoacidos
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P167, P168, E262, D267 y S351, que corresponderia a los aminoacidos P88,
P89, E179, D185 y S271 del transportador AtNHX1 de Arabidopsis, y que estan
conservados en todas las proteinas de la familia de transportadores NHX
intracelulares. La mayor parte los residuos de NHE que son importantes para
la unién de farmacos o su actividad estan conservados en las secuencias
NHX. Todo ello indica que la estructura y el funcionamiento de los
transportadores de las familias NHX y NHE es muy similar y que la
direccion de transporte es impuesta por dominios reguladores.

La actividad de proteinas NHE de células animales puede ser
regulada por una variedad de mecanismos que implican a la larga cola C-
terminal. Se ha indicado que la eliminacion de los 82 tultimos aminodcidos de
la proteina AtNHX1 modifica la especificidad de transporte, incrementando
especialmente la actividad antiporte Na*/H*, pero no la actividad antiporte
K*/H*, lo que apunta un posible papel regulador de este dominio (Yamaguchi
et al 2003). Posteriormente se ha demostrado, usando un sistema de dos
hibridos y ensayos de inmunoprecipitacion, que el dominio C-terminal
interacciona con una proteina CAM-like, AtCaM15 (Yamaguchi et al 2005).
AtCaM15 se localiza en vacuolas de protoplastos de Arabidopsis
transformados transitoriamente y en vacuolas de células de levadura que
expresan la proteina. Esta localizacion permitiria su interaccion con el
dominio C-terminal de AtNHXI1 en el interior de las vacuolas. Medidas de
actividad usando vacuolas de levaduras obtenidas de células que expresan
AtNHX1 y AtCaM15 indicaron que la unién de CaM15 inhibia el antiporte

Na*/H* de AtNHXI1, sin un efecto significativo sobre la Km de la reaccién de
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transporte, siendo la inhibicion de la actividad de antiporte K*/H* menos
pronunciada, resultando en una mayor especificidad para K*.

La actividad AtNHX1 estd también posiblemente regulada por
interaccion con la proteina kinasa SOS2 (Qiu et al 2004). Como ya se ha
indicado en esta memoria, SOS2 es una kinasa de la ruta SOS (Salt Overly
Sensitive) implicada en la regulacion del transporte de iones bajo estrés salino
y en la regulacion de otras respuestas a estrés (Batelli et al 2007). La actividad
vacuolar de antiporte Na*/H* sensible a amilorida en vesiculas de membrana
de Arabidopsis es mas baja en mutantes knockout sos2, siendo estimulada in
vitro por adicién de proteina SOS2 activada (Qiu et al 2004) e inhibida por
anticuerpos anti-AtNHX1. Mediante tandem affinity purification y utilizado un
sistema de doble hibrido en levadura se ha observado que SOS2 interacciona
también con varias subunidades de V-ATPasa y que vesiculas aisladas de
mutantes knockout sos2 muestran una considerable disminucion en la
acidificacion dependiente de V-ATPasa (Batelli et al 2007). Por ello, la
comparacion de la actividad antiporte en vesiculas obtenidas de plantas
silvestres y mutantes sos2 es dificil, pues la actividad V-ATPasa responsable
de la acidificacion de la vesicula y determinante de la fuerza motriz necesaria
para el antiporte no es la misma en los dos casos.

No se han estudiado aun los mecanismos estructurales o reguladores
de otras isoformas de NHX de plantas. El extremo C-terminal de la proteina
NHX1 de levadura interacciona con la proteina Gyp6, activadora de GTPasa
(Ali et al 2004). Se ha propuesto un modelo segun el cual Gyp6 funciona

como un regulador negativo de NHX, afectando al pH endosomal y al trafico
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retrégrado y anterdgrado entre los compartimentos prevacuolares y el Golgi
(Alie et al 2004). El extremo C-terminal de la proteina NHE7 humana
localizada en la region trans-Golgi interacciona con varias proteinas SCAMP
(Secretory Carrier Membrane Protein) que podrian afectar al transporte de
NHE?Y entre recycling endosomes y la red trans-Golgi (Lin et al 2005). La region
C-terminal de la isoforma NHE7 también interacciona con caveolinas,
facilitando la asociacién de NHE?7 a caveolas/lipid rafts (Lin et al 2007). El
dominio C-terminal de las isoformas humanas NHE6, 7 y 9, pero no el de
NHES, interacciona con el receptor RACK1 (Receptor for Activated C Kinase 1).
Se ha sugerido que esta interaccion es importante para el mantenimiento del
pH luminal de compartimentos endociticos y para la distribucion de NHE6
entre los endosomas y la membrana plasmatica (Ohgaki et al 2008). También
se ha demostrado que NHEG6 de rata interacciona con proteina G acoplada al

receptor At-2 (Pulakat et al 2005).

6.5. Funcion de antiportadores NHX

6.5.1. Tolerancia a la salinidad.

El papel de los antiportadores NHX en la acumulacion de iones y la
tolerancia a la salinidad se ha estudiado mediante sobreexpresion y
silenciamiento de estos genes, o mediante comparacion de sus niveles de
expresion y contenido idnico en especies relacionadas que difieren en la
tolerancia a la salinidad. En este contexto, comparando Melilotus indicus, una

planta haldfita que crece a 400 mM NaCl, con la especie glicofita relacionada
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Medicago intertexta, se encontré que la especie halofitica acumulaba mucho
menos Na* y mantenia niveles mds altos de K* que la glicofita cuando ambas
se cultivaban en condiciones salinas. La acumulacion de Na* y la induccion
de la expresion de NHXs en respuesta al estrés salino se encontré sélo en la
especie glicofitica, lo que relaciona la induccion de NHXs con el fenotipo de
acumulacion de Na* de la planta mds sensible a la salinidad (Zahran et al
2007). También comparando variedades de maiz que se diferencian en la
tolerancia a la sal, se observé que tinicamente en una variedad conocida por
excluir Na* de la parte aérea, la salinidad aumentaba el nivel de transcritos
de NHX en las raices (Zorb et al 2004). Asimismo, se observé que HvNHX1
era inducido mayoritariamente en raices de cebada, monocotiledonea
relativamente tolerante a sal, mientras en el arroz, la inducciéon de OsNHX1
era sobre todo observada en parte aérea, lo que sugiere que la alta tolerancia
al NaCl en la cebada esta relacionada con la acumulacién de Na* en vacuolas
de las células de la raiz para limitar el transporte a la parte aérea (Fukuda et
al 2004a, 2004b). Sin embargo, esta conclusion podria ser precipitada ya que
el patron de expresion de otras isoformas de cebada no ha sido estudiado y
puede ocurrir que la isoforma estudiada presente un patréon de induccion
especifico de raiz. Algo similar puede ocurrir en arroz donde la isoforma
estudiada presenta un patron de induccion especifico de parte aérea.
Estudios preliminares han mostrado que mutantes que no expresan
AtNHX1 son mas sensibles al estrés salino, aunque no existen datos sobre la
acumulacion de iones en estos mutantes (Apse et al 2003). La sobreexpresion

de genes NHX ha recibido mas atencion. Sin embargo, al no tratarse de una
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expresion especifica de tejido o inducible por estrés, las propiedades
reguladoras y la localizacion celular de las enzimas puede resultar alterada
bajo condiciones de fuerte sobreexpresion (Yamaguchi et al 2003; Yamaguchi
et al 2005). Solo Yang y colaboradores (2009) han afirmado que la
sobreexpresion de AtNHX1 no mejora la tolerancia a la salinidad en plantas
de Arabidopsis transgénicas. El resto de los trabajos sobre la sobreexpresion
de AtNHXI1 u otra isoforma NHX de distintas especies de plantas relaciona
estos genes con un incremento de la tolerancia a la salinidad (Apse et al 1999;
Zhang y Blumwald 2001; Zhang et al 2001; Ohta et al 2002; Wu et al 2004;
Xue et al 2004; He et al 2005; Li et al 2006; Brini et al 2007; Li et al 2007;
Rajagopal et al 2007; Verma et al 2007; Zhao et al 2007; Chen et al 2008; Liu et
al 2008; Rodriguez-Rosales et al 2008; Shi et al 2008; Zhang et al 2008). No
existe una clara correlacion entre la eficacia de los diferentes transportadores
NHX en la tolerancia a la salinidad y su inclusion en la Clase-I o la Clase-II o
su pertenencia a especies glicofitas o haldfitas (Li et al 2007; Shi et al 2008,
Zhang et al 2008). Por tanto, las diferencias en la tolerancia a la salinidad
serian el resultado de una regulacion diferencial de la expresion los
antiportadores en especies sensibles o tolerantes.

El aumento de la tolerancia a la salinidad no siempre esta
acompanado de un aumento en la acumulacién vacuolar de Na*, y pueden
darse todas las situaciones posibles: Na* mas alto y K* mds bajo (Apse et al
1999; Chen et al 2008), Na* y K* mas altos (Brini et al 2007; Zhao et al 2007;
Shi et al 2008), diferencias sdlo marginales (Fukuda et al 2004; Li et al 2007) o

K* mas alto y Na* mas bajo (Kang'ethe et al 2007; Zhang et al 2008). Como las
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proteinas NHX también transportan K, es evidente que las concentraciones
de este idn se ven—afectadas en plantas sobrexpresoras de genes NHX,
especialmente en el caso de los antiportadores de Clase-1I, con alta
especificidad para el K*. La disminucion del contenido en Na* podria ser el
resultado de mecanismos secundarios inducidos por la mejora en la
homeostasis de K*. En algunos casos se ha observado que plantas
transgénicas que sobreexpresan NHX tienen también un potencial hidrico
mas bajo en la hoja, lo que permitiria mayor toma de agua en condiciones
salinas o de sequia (Lohaus et al 2000).

En levadura, la disrupcion de ScNHX1 o la sobreexpresion de
antiportadores de plantas también provocan cambios en las concentraciones
de Na* y K intracelulares. Especialmente en levaduras en las cuales el
principal sistema de eflujo de Na*, ENA, estd interrumpido, se acumulan
grandes cantidades de Na* en respuesta al estrés salino, a costa del K* interno
(Gaxiola et al 1999). La disrupcion de ScCNHX1 tiene algin efecto sobre el
contenido de Na* interno, pero sobre todo causa una disminucion del K*
interno (Quintero et 2000; Venema et al 2003). En células de levadura con
ENA y ScNHX1 interrumpidos, la sobreexpresion de AtNHX1 o AtNHX2
aumenta fuertemente la concentracion de K* y Na* intracelular cuando la
levadura se cultiva en presencia de NaCl (Yokoi et al 2002). La
sobreexpresion de los antiportadores de Clase-Il AtNHX5 y LeNHX2
aumenta el K*, pero reduce el Na* intracelular (Yokoi et al 2002; Venema et al
2003). En el caso del antiportador de tomate, el K* se acumula en

compartimentos intracelulares (Venema et al 2003). También Gaxiola et al
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(1999) mostraron que ScNHX1 principalmente afecta a la acumulacién
intracelular de K*. Estos autores observaron que la expresion en levadura de
H* pirofosfatasa de plantas, que tendria como efecto un incremento del
gradiente de pH en vacuola y por ende un aumento en la fuerza motriz para
la acumulacion de cationes, tiene como consecuencia un incremento de los
niveles intracelulares de K* acompanado de un incremento en la tolerancia a
la salinidad y una reduccion del contenido en Na*. Estos fenotipos se anulan
en una cepa de levadura sin el gen endogeno SCNHX1 (Gaxiola et al 1999).
Tomando como base estas observaciones se puede afirmar que el
modelo de secuestro de iones en compartimentos intracelulares, que sugiere
que la tolerancia a sal mediada por NHX es una consecuencia de la
acumulacion de Na* toxico dentro de la vacuola, lejos del citosol, es
demasiado simple, y que parte de la tolerancia es debida a la acumulacion de
K* o al control de la homeostasis de este cation, aunque el mecanismo exacto
permanezca confuso. En condiciones de estrés salino el K* se acumula
activamente, especialmente en células del mesodfilo de la hoja, pudiendo
intervenir los antiportadores NHX en tal acumulacion de K* (Cuin et al 2002).
Todas estas observaciones indican que el papel de los antiportadores NHX
en la tolerancia a la salinidad estd relacionado con el ajuste osmético por
acumulaciéon de iones en la vacuola o en compartimentos endosomales. El
hecho de que los genes NHX sean igualmente inducibles por NaCl, KCI o
estrés osmotico y de que los antiportadores NHX de plantas y levaduras

confieran resistencia a alta concentraciones de KCl y al estrés hiperosmotico
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en células de levadura confirma este papel (Gaxiola et al 1999; Nass et al

1999; Fukuda et al 2004).

6.5.2. Homeostasis de K.

Ademas de un papel en el ajuste osmotico por participar en la
acumulacion de Na* o K* en condiciones de estrés salino, se sugirid que las
proteinas NHX intervienen en la homeostasis de K* en condiciones normales
de crecimiento (Zhang y Blumwald 2001; Venema et al 2002). La mayor parte
del K* celular estd presente en la vacuola donde estd implicado en el
mantenimiento del turgor y en la expansion celular, mientras que el K*
citoplasmatico tiene funciones tanto osmoticas como bioquimicas. El K* es
activamente incluido en la vacuola en condiciones de crecimiento normales;
sin embargo, es transportado activamente desde la vacuola al citoplasma en
situaciones de deficiencia severa de K* para mantener las concentraciones
citosolicas adecuadas. En estas condiciones se produce una acidificacion del
citoplasma que podria representar una senal para inducir la toma de K* de
alta afinidad, o el eflujo de K* desde la vacuola (Walker et al 1996). Una
disminucién del gradiente de pH entre la vacuola y el citoplasma podria
también disminuir la fuerza motriz que utiliza el mecanismo de antiporte
K*/H* para la acumulacion de K*. Termodindmicamente, la entrada activa de
K* en la vacuola en condiciones de suficiencia de K* puede ser mediada por
un antiportador K*/H*, pero el eflujo activo requiere un sistema de simporte
K*/H* (Walker et al 1996), suponiendo que la vacuola sea mds acida que el

citoplasma, una condicion que al parecer no siempre se presenta (Yoshida et

&9



Antecedentes cienfificos

al 2005). La sobreexpresion de AtNHX1 en tomate provoca sintomas de
deficiencia a pesar del aumento de la toma y del contenido de K* (Leidi et al
2005; Pardo et al 2006). En este caso, la disminucion de la concentracion de K*
citosdlico podria provocar una senial de carencia de K* que conduciria a un
aumento de la toma del cation (Pardo et al 2006). Los mutantes de Arabidopsis
que no expresan NHX1 tienen menor area foliar y las células epidérmicas
tienen un menor tamano, lo cual estd posiblemente relacionado con un déficit
vacuolar de K*, necesario para la generacion de turgor y la expansion celular.
En relacién con ello se ha observado que estos mutantes exhiben una tasa
mas baja de toma de K* en raices, asi como menor contenido de K* en parte
aérea (Leidi et al 2005; Pardo et al 2006). El alto nivel de expresion de algunas
proteinas NHX en células guarda estomadticas también sugiere que estas
proteinas son esenciales para la acumulacion del K* vacuolar y los cambios
de turgor rdpidos que ocurren en estas células (Shi y Zhu 2002; Apse et al
2003; Leidi et al 2005).

Un analisis de array del ADN de mutantes nulos nhx mostrdé una
expresion incrementada del sistema de toma de K* de alta afinidad
KUP7/HAK?, y una expresion disminuida del sistema putativo de transporte
de K* AtKEA4, lo que indica un papel de AtNHX1 en la homeostasis de
potasio (Sottosanto et al 2004). El alto nivel de expresion de algunas
isoformas NHX en conocidos sumideros de potasio como son frutos o flores,
donde el crecimiento es dependiente de la expansion celular, indica un papel
de las mismas en la acumulacion de K* vacuolar. A este respecto, se sugirid

que el alto nivel de expresion de la proteina VVNHX1 en uva durante el
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proceso de maduracion estaba relacionado con la acumulacién de K*
vacuolar para dirigir el flujo de agua hacia el fruto y asi aumentar el tamato
de la baya (Hanana et al 2007). También en Ipomea tricolor, ademas del papel
en la determinacion del pH vacuolar y el color de la flor, se ha sugerido que
la induccién simultdnea de NHX1, V-ATPasa, V-PPasa y PM-ATPasa es
necesaria para la acumulaciéon de K* con el objeto de reducir el potencial
hidrico y conducir la expansion celular durante la floracion (Yoshida et al

2005).

6.5.3. Regulacion de pH celular.

La homeostasis del pH citoplasmatico es esencial para la funcion
celular. En plantas el pH citoplasmatico viene determinado por la accion de
bombas primarias de protones y procesos metabolicos que producen H* u
OH-. En este sentido, los antiportadores cation/proton permiten un rapido
ajuste del pH citoplasmatico (Sakano et al 1998). Distintos tipos de estrés,
tanto bidticos como abidticos afectan al pH citoplasmatico, pudiendo
representar estos cambios la base de muchas rutas de senalizacion
implicadas en las respuestas al estrés, procesos de desarrollo, control
hormonal de movimientos estomaticos, respuesta gravitrdpica y crecimiento
y elongacion (Frohnmeyer et al 1998; MacRobbie et al 1998; Roos et al 2000;
Netting et al 2002; Viehweger et al 2002; Zhao et al 2005).

La participacion de genes NHX de plantas en la regulacion del pH
vacuolar se ha demostrado claramente al haberse comprobado que el cambio

en color de las flores de Ipomea tricolor cv Heavenly Blue de rojo violaceo a
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azul, es causado por un aumento de pH vacuolar de 6.6 a 7.7 durante la
apertura de la flor, ya que el pH determina el color de las antocianinas
vacuolares (Fukada-Tanaka et al 2000; Yoshida et al 2005). Se ha descrito en
Ipomea Nil, especie emparentada con Ipomea tricolor, que una mutacion en un
gen NHX conlleva la aparicion de flores purpura, debido a la incapacidad de
la planta mutante para incrementar el pH vacuolar, condicion necesaria para
producir pétalos azules (Fukada-Tanaka et al 2000). El alto pH vacuolar
sugiere que las vacuolas son alcalinas respecto al citosol. El desarrollo de tal
pH alcalino por un mecanismo de antiporte electroneutro K*/H* requeriria
concentraciones mas altas de K* en el citoplasma que en la vacuola, tal como
ocurre en condiciones de agotamiento de K* en células corticales y
epidérmicas de raiz de cebada (Walker et al 1996).

Aunque la participacion de los transportadores NHX de plantas en la
regulacion del pH citoplasmatico ain no ha sido demostrada, se sabe que la
acidificacion citoplasmatica inducida por elicitores y necesaria para disparar
el oxidative burst y la sintesis de metabolitos secundarios depende de la
estimulacion por lisofosfatidilcolina de una actividad antiporte sensible a
amilorida en tonoplasto (Viehweger et al 2002).

En levadura se ha demostrado claramente la participacion de SCNHX1
en la regulacion del pH. Las células que no expresan ScCNHX son sensibles al
pH 4acido y tienen un pH vacuolar y citoplasmatico mas acidico (Brett et al
2005). La funcién mas importante de la proteina SCNHX1 de levadura esta
relacionada con su participacion en la regulacion del pH endosomal. El gen

ScNHX1 es idéntico al gen de VPS44, implicado en el Vacuolar Protein Sorting
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(Bowers et al 2000) y su disrupcion causa secrecion de CPY (CarboxyPeptidase
Y), alargamiento de endosomas y acumulacion en endosomas de proteina G
acoplada al receptor Ste3 o del colorante FM4-64, que en células de la cepa
silvestre se dirigen a la vacuola (Bowers et al 2000; Brett et al 2005). La
disrupcion de ScNHX1 también causa fuerte sensibilidad a higromicina B
(Gaxiola et al 1999), un fenotipo compartido por muchos otros mutantes VPS,
indicando que el fenotipo esta relacionado con una biogénesis defectuosa de
las vacuolas, que representarian el lugar para la detoxificacion de
higromicina B (Bowers et al 2000; Mukerjee et al 2006). La adicion de bases
débiles puede suprimir estos fenotipos en mutantes que no expresan NHXI,
lo que demuestra que la alcalinizacion endosomal por SCNHX1 es esencial
para el trafico vesicular de endosomas a vacuola (Mukerjee et al 2006). El
papel de NHX en la regulacion del pH probablemente depende mas del K*
que del Na*, menos relevante fisiologicamente. En este sentido, la actividad
de intercambio K*/H* parece ser un rasgo universal de los transportadores
NHX intracelulares (Brett et al 2005; Mukerjee et al 2006).

Las isoformas de genes NHX de plantas tanto de la Clase-I como de la
Clase-II complementan la sensibilidad a NaCl, KCl e higromicina de los
mutantes de levadura con disrupcion en SCNHX1 (Quintero et al 2000; Yokoi
et al 2002; Venema et al 2003). Esto sugiere un papel para las proteinas NHX
de plantas en la regulacion del pH endosomal y en el trafico de proteinas. El
efecto de la expresion de genes NHX de plantas en levaduras sobre el trafico
de proteinas no ha sido estudiado. Sin embargo, se sabe que las plantas que

sobreexpresan la proteina del trafico intracelular de vesiculas AtRab?Z,
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implicada en la biogénesis vacuolar, presentan mayor resistencia a estreses
salino y osmotico y acumulan mayor cantidad de Na* en la vacuola (Mazel et
2004). Ademas, se ha demostrado que la supresion de la expresion de
proteinas v-SNARE incrementa la tolerancia a sal, presumiblemente por la
inhibicién de la fusion a la vacuola de endosomas productores de especies
reactivas de oxigeno (Leshem et al 2006). La regulacion del trafico de
vesiculas por proteinas NHX de plantas podria representar un mecanismo
alternativo o adicional implicado en la tolerancia a la salinidad. Las
secuencias de Clase-II de plantas, mdas estrechamente relacionadas con
proteinas NHX de otros organismos implicadas en el trafico de vesiculas,
catalizan intercambios K*/H* mas especificos y muestran un patrén de
expresion subcelular similar a la proteina SCNHX1 de levadura, lo que las
convierte en candidatas para estas funciones en plantas. Los antiportes de
Clase-I también podrian desempeniar un papel en el trafico intracelular de
vesiculas, asi el analisis de la expresion génica por array de ADN en un
mutante obtenido por insercion de T-DNA en AtNHX1 mostraba cambios en
la expresion de un gran niimero de genes que codifican proteinas asociadas
con el trafico intravesicular, el trafico al nucleo y el procesamiento en el

Aparato de Golgi (Sottosanto et al 2004).
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1. Material biologico

1.1. Bacterias

1.1.1. Cepas utilizadas
En este trabajo se utilizaron las cepas NovaBlue y Mach1™T1 de
Escherichia coli para la amplificacién y multiplicacién de los plasmidos (Tabla

M1).

Tabla M1. Caracteristicas de las cepas de E. coli utilizadas

Cepa Genotipo Procedencia
endA1 hsdR17(rxiz-mxiz*) supE44
NovaBlue thi-1 recA1 gyrA96 relAllac [F’ Novagen

proA*B* lacl"ZAM15::Tn10 (Tcr)]

ArecA1398 endAl tonA
Mach1™T1R ®80AlacM15 AlacX74 hsdR(rx Invitrogen

mk?)

Para la transformacion de plantas se wusaron dos cepas de
Agrobacterium  tumefaciens (Tabla M2), la cepa LBA4404 para la
transformacion de tomate y la GV3101 para la transformacion de Arabidopsis

thaliana.
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Tabla M2. Caracteristicas de las cepas de A. tumefaciens utilizadas.

LBA4404 | TiAch5 / Resistencia PAL4404/ Octopina

. . . espectinomicina y estreptomicina
a rifampicina

GV3101 C58C1/ Resistencia a Pmp90RK/ Nopalina

Geneticina y Kanamicina

rifampicina

1.1.2. Cultivo bacteriano.

Las bacterias se cultivaron en diferentes medios liquidos y sdlidos,
estos ultimos obtenidos por adicion de 15 g/l de bactoagar a los
correspondientes medios liquidos (Tabla M3). La esterilizacién se realizé
mediante autoclavado (Autoclave Selecta mod. Presoclave 75 1) a 120 °C y 1
atmosfera de presion durante 20 minutos.

Para la seleccion de transformantes, los medios de cultivo se
suplementaron con distintos antibidticos: Ampicilina (100 ug/ml),
Kanamicina (50 pg/ml), Rifampicina (50 pg/ml), Espectinomicina (50 pg/ml)
y Estreptomicina (50 pg/ml). En todos los casos los antibioticos se prepararon
como soluciones concentradas en agua Milli-Q, a excepcion de la
Rifampicina, que se disolvié en metanol, a una concentracion de 10 mg/ml.
Todas las soluciones de antibidticos se esterilizaron por filtracion a través de

filtros de 0,45 um (Pall Corporation, Ann Arbor, Michigan EE.UU.) y se
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adicionaron a los medios previamente autoclavados. La manipulacion de los

cultivos bacterianos se realizé en una cabina de flujo laminar horizontal

(ESCO modelo LHC-4B1) para evitar la contaminacion de los mismos.

Tabla M3. Medios utilizados para el cultivo de bacterias

LB

Bacto-triptona 1% (p/v)
NaCl 1% (p/v)
Extracto de levadura 0,5% (p/v)
pH 7,0 con NaOH

Cultivo de E coli y A. tumefaciens

SOB

Bacto-triptona 2% (p/v)
Extracto de levadura 0,5% (p/v)
NaCl 10 mM
KCl 25 mM
MgCl2 10 mM
MgSO410 mM
pH 6,7-7,0 con NaOH

Cultivo de E. coli para
obtencion de células
competentes

SOC

Bacto-triptona 2% (p/v)
Extracto de levadura 0,5 % (p/v)
NaCl 10 mM
KCl2,5mM
MgCl2 10 mM
MgSOs 20 mM
Glucosa (2%)

Cultivo de E. coli tras la
transformacion

TYNG

Bacto-triptona 1% (p/v)
Extracto de levadura 0,5% (p/v)
NaCl 170 mM
MgSO:-7 H20 0,8 mM
pH 7,5 con NaOH

Cultivo de Agrobacterium
tumefaciens

Para cultivar las bacterias en medio liquido, se inoculd una colonia

procedente de un cultivo previo en 3 ml de medio o se inoculé en medio

fresco a una dilucidon 1/250 un cultivo madre saturado. El cultivo de E. coli se
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incubd durante 16 horas (cepa Novagen) o 5 horas (cepa Mach T1) a 37 °C y

el de Agrobacterium tumefaciens a 28 °C durante 2 dias.

1.1.3. Obtencion de células competentes.

Las células competentes de E. coli se prepararon segun el método
descrito por Inoue y colaboradores (1990). Se inoculd 125 ul de un cultivo
saturado de E. coli en 250 ml de medio SOB (Tabla M3), incubandose a 18-25
°C y 250 rpm, hasta alcanzar una densidad optica de 0,6, medida a 600 nm. El
cultivo se enfrid en hielo y se centrifugo a 2500 g durante 10 minutos, a 4 °C.
Al sedimento se afiadidé 80 ml de tampdn de transformacion frio (100 mM
PIPES, 250 mM KCl, 15 mM CaCl>2H20, 55 mM MnCl:-4H-O, pH 6,70 con
KOH) y se incubd en hielo 10 minutos. Después de otra centrifugacion a
2500g durante 10 min se afiadid al sedimento resultante 20 ml de tampdn de
transformacion frio y DMSO hasta una concentracion final del 7 %. Se
separaron alicuotas de 200 pl que se congelaron en nitrégeno liquido y se

almacenaron a -80 °C.

1.1.4. Transformacion de E. coli

Se partio de una alicuota de 200 ul de células competentes congeladas
a las que se adicion6 entre 1 y 4 ul de plasmido (1-10 ng) o mezcla de
ligacién. Las células se incubaron en hielo durante 20 minutos y luego se
sometieron a un choque térmico de 42 °C durante 1,5 minutos.
Seguidamente, se enfriaron en hielo durante 2 minutos y se anadié 1 ml de

medio SOC (Tabla M3), incubandose el conjunto a 37 °C en agitacion durante
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al menos una hora. Transcurrido este tiempo, las células se sedimentaron
mediante un pulso de centrifugacién a 15000 g y se resuspendieron en 200 ul
de SOC. Se tomaron alicuotas de 50 y 200 ul, que se sembraron en medio LB
suplementado con los antibidticos adecuados para seleccion de las células

que contenian el plasmido.

1.1.5. Transformacion de Agrobacterium tumefaciens

Se cultivé un inoculd de 50 pl de Agrobacterium tumefaciens en 5 ml de
TYNG (Tabla M3) suplementado con el antibiotico adecuado, a 225-250 rpm
y 28 °C durante dos dias. El cultivo se sometid a fuerte agitacion para romper
los grumos formados por agregacion de células y se tomd una alicuota de 0,5
ml que se inocul6 en 60 ml de TYNG y se cultivé a 28 °C y 225-250 rpm
durante toda la noche. A la mafiana siguiente el cultivo se incubd en hielo
durante 10 minutos y se centrifugd a 3500 g y 4 °C durante 6 minutos. El
sedimento resultante se resuspendié en 20 ml de una solucién fria de CaCl:
20 mM vy se centrigufd a 3500 g durante 6 minutos para eliminar los restos de
antibiotico. Se resuspendidé nuevamente el sedimento en 1 ml de CaClL 20
mM frio, y se tomaron 150 pl de esta suspension celular a los que se
anadieron al menos 10 ug de plasmido. Se agitd el conjunto y se congel6 en
nitrogeno liquido 5 minutos. Después de descongelar a temperatura
ambiente, se adiciond 1 ml de LB y se transfirid el cultivo a tubos estériles de
20 ml, que se incubaron durante toda la noche en agitacion a 200 rpm y 28 °C.

Al dia siguiente, se sembrd el cultivo en medio TYNG suplementado con
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antibiotico y se incubé a 28 °C hasta la visualizacion de colonias

(aproximadamente tres a cuatro dias).

1.2. Levaduras

1.2.1. Cepas utilizadas

Se utilizaron diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae para llevar a
cabo los estudios de expresion y caracterizacion de los transportadores
ionicos de plantas (Tabla M4).

La levadura Saccharomyces cerevisiae constituye un sistema conveniente
para la expresion heterdloga de genes eucariotas, ya que se multiplica
rapidamente, esta bien caracterizada genéticamente y es un sistema eucariota
en el que estdn presentes los mecanismos post-trasduccionales de
modificacion de proteinas. Las células de levadura constituyen sobre todo el

modelo de eleccidn para la expresion de proteinas de membrana de plantas,

téxicas en muchos casos en bacterias (Haro et al 1993; Darley et al 2000).

Tabla M4. Caracteristicas de las cepas de levadura utilizadas.

CEPA GENOTIPO REFERENCIA
W303-1B (Mata leu2-13 112 ura3-1 trp1-1 his3-11, 15 ade2-1 can1-100) Wallis et al 1989
ANT3 (Mata leu2-13 112 ura3-1 trp1-1 his3-11, 15 ade2-1 can1-100 Aenal- Quintero et al

4::HIS3 Anhal::.LEU?2) 2000
WX1 (Mata leu2-13 112 ura3-1trp1-1 his3-11 15 ade2-1 canl-100 Quintero et al
Anhx1::TRP1) 2000
AXT3 (Mata leu2-13 112 ura3-1 trp1-1 his3-11 15 ade2-1 can1-100 Aenal- Quintero et al
4::HIS3 Anhal::LEU2 Anhx1::TRP1) 2000
AXT4 (Mata leu2-13 112 ura3-1 trp1-1 his3-11 15 ade2-1 can1-100 Aenal- Este trabajo
4::HIS3 Anhal:LEU2 Anhx1::'TRP Akha::KanMX)
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Las cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en este estudio derivan
de W303-1B (Mata leu2-13 112 ura3-1 trpl-1 his3-11, 15 ade2-1 can1-100). La
cepa ANT3 tiene disrupciones en los sistemas de transporte de Na*
mayoritarios en levadura: ENA1-4, ATPasas de tipo P responsables de la
extrusion de Na* y NHA1, un antiportador (K*, Na*)/H* de la membrana
plasmatica. La cepa AXT3 tiene ademds una disrupcion en el unico
antiportador (Na*, K*)/H* tipo NHX de levadura, SC(NHX1, y es altamente
sensible al NaCl. La cepa WX1 sdlo tiene una disrupcién en el gen ScNHXI.
La cepa AXT4 presenta las mismas disrupciones que AXT3 y ademads una
disrupcion en el gen KHA, un antiportador K*/H* de Golgi o endosomal, que

parece regular el pH citoplasmatico (Maresova y Sychrova 2005).

1.2.2. Cultivo de levaduras

Los medios utilizados para el cultivo de las células de levadura se
detallan en la Tabla M5.

En todos los casos, los medios se esterilizaron mediante autoclavado a
1 atmosfera de presion y 120 °C y durante 20 minutos. No obstante, algunos
componentes como vitaminas, bases nitrogenadas, y antibidticos se
esterilizaron por filtraciéon a través de filtros de 0,45 um, antes de ser
adicionados a los medios previamente autoclavados. La preparacion de
medios solidos se realizo mediante adicion de 20 g/l de bactoagar al medio

liquido correspondiente previo al autoclavado.
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Tabla M5. Medios de cultivo de levaduras.

APD/APG YPD/YPG SD/SG
H;PO: 8 mM
L-Arginina 10 mM
CaCl20,2 mM
MgS0s2 mM Glucosa/Galactosa' 20 g/l
Glucosa/Galactosa! 20g/1 Acido Succinico-Tris,
Vitaminas: Peptona 20 g/l 50 mM pH 5,5;
Biotina 0,2 pg/l, Glucosa/Galactosa' 20 g/1 YNB2 (7 g/1)

Niacina 0,04 mg/l, Piridoxina Extracto de levadura 10 g/l
0,04 mg/l, Tiamina 0,04 mg/],
Acido pantoténico 0,04 mg/1
Elementos traza:
BOsHs 0,05 mg/l ,
CuSOs4 4 pg/l
KI0,01 mg/l,

FesCl 0,02 mg/l
MnSOs4,0,04 mg/l
NaMb 0,02 mg/1
ZnS040,04 mg/1

T autoclavar separadamente para evitar caramelizacion; 2 Yeast Nitrogen Base (Difco™)

Para seleccionar o cultivar levaduras transformadas con plasmidos
confiriendo auxotrofias, se cultivaron las cepas en medio minimo SD, al que
se anadieron los compuestos necesarios para cada cepa a las concentraciones
siguientes: Adenina (30 mg/l), Histidina (30 mg/l), Leucina (100 mg/l),
Uracilo (100 mg/l) y Triptofano (100 mg/l). En todos los casos los
aminodcidos se prepararon como soluciones acuosas concentradas, que
fueron autoclavadas posteriormente.

Para cultivar levaduras en medios suplementados con cationes
alcalinos se utilizé el medio AP (Rodriguez-Navarro y Ramos 1984), al que se

anadié KCl o NaCl a las concentraciones indicadas. En los ensayos de
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complementacion de tolerancia a NaCl, KCI o Higromicina B se utilizaron los
medios SD/SG y APD/APG, o el medio rico YPD/YPG, al que se anadio KCl,
NaCl o Higromicina B después del autoclavado. Como fuente de carbono se
anadio a los medios glucosa (D, 2%) o galactosa (G, 2%), ya que en algunos
casos la expresion de los genes introducidos en los plasmidos utilizados
estaba bajo control del promotor GALLI.

La temperatura de crecimiento de las levaduras fue de 28 °C. La
manipulacion de los cultivos en condiciones estériles se realizd en una cabina
de flujo laminar horizontal (Microflow modelo Horizontal 480).

Para cultivar levaduras en medio liquido, se inoculé una colonia
procedente de un cultivo previo en 3 ml de medio o se inocul6 en medio
fresco una dilucion 1/1000 de un cultivo madre saturado. El cultivo se incubd

a 28 °C durante 1 dia (medio rico) o 2 dias (medio minimo).

1.2.3. Transformacion de levaduras

Se cultivo un inoculo de 50 ul de levadura en 3 ml de medio YPD
liquido y se incubd durante toda la noche a 30 °C. El cultivo se centrifugo
durante 30 s a 15000 g, se elimind el sobrenadante y se resuspendio el
sedimento en 1 ml de acetato de litio (LiAc) 100 mM. La suspension
resultante se incub6 5 minutos a 30 °C, se centrifugd de nuevo y al sedimento
se adiciono 345 pl de una soluciéon conteniendo PEG3350 al 35 % (p/v), 0,1 M
LiAc y 3 mg/ml de esperma de salmdn. A continuacion se adiciono 5 pl del
plasmido, y el conjunto se agité 1 minuto, incubandose a 42 °C durante 20

minutos. Tras centrifugar la mezcla a 15000 g durante 30 s, se obtuvo un
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sedimento celular que se resuspendid en 300 pl de H20 destilada estéril y se
sembrd en medio SD solido suplementado con los aminoacidos adecuados,

incubandose a 28 °C durante 3 o 4 dias, hasta que se visualizaron colonias.

1.3. Material vegetal

Se utilizo tomate (Solanum lycopersicum L., cultivar PE-73) como
material vegetal para los estudios de expresion de los antiportadores
LeNHX1, LeNHX2, LeNHX3 y LeNHX4 en tejidos y para los estudios de
silenciamiento de LeNHX2.

En este trabajo se realizd un estudio comparativo de la expresion de
los genes LeNHX1, LeNHX2, LeNHX3 y LeNHX4 en especies de tomate
tolerante y sensible a la salinidad, utilizando como material vegetal Solanum
pimpinelifolium L., una especie silvestre tolerante a la salinidad, y Solanum
lycopersicum L. cv volgogradskij, una especie cultivada sensible (Cuartero et
al 1992).

También se estudio la relevancia del gen LeNHX2 en la tolerancia a la
salinidad y nutricion de potasio, para lo cual realiz6 un andlisis de fenotipos
en plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia que sobrexpesaban este

gen.

1.3.1. Germinacion de semillas y cultivo de plantas de Arabidopsis
Las semillas de Arabidopsis thaliana (0,1 g) se desinfectaron mediante la

incubacién con 1 ml de etanol al 70% durante un minuto y, posteriormente,
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con 1 ml de una solucion de hipoclorito sédico comercial al 70% conteniendo
20 pl de Tween 20, durante 5 minutos. Seguidamente, las semillas se lavaron
3 veces con agua destilada estéril y se sembraron en placas Petri de 9 cm de
didmetro a razon de 50 semillas por placa. Las placas contenian medio de
germinacion compuesto por los macro y micronutrientes del medio MS
(Murashigue y Skoog, 1962), 1% de sacarosa y 0,7% de agar, ajustandose el
pH a 6,2 con KOH previamente al autoclavado del medio a 120 °C durante 20
minutos. Una vez sembradas las semillas, éstas se incubaron a 4 °C en
oscuridad durante 48 horas y, posteriormente, a 21 °C durante 3 semanas,
con un fotoperiodo de 16 h de luz / 8 h de oscuridad y una intensidad
luminica de 150 pmol m2s?. La manipulacion de las semillas se realizo en
una cabina de flujo laminar horizontal. Las plantulas de Arabidopsis
cultivadas durante 21 dias en placas Petri fueron transferidas a semilleros
conteniendo vermiculita previamente autoclavada a 120 °C durante 20
minutos. Estas plantulas se mantuvieron en los semilleros durante tres
semanas mas, al objeto de permitir la floracion y fructificacidén, siendo
regadas cada dos dias con una solucion nutritiva conteniendo los macro y
micronutrientes del medio MS. Se mantuvieron las mismas condiciones
luminicas y de temperatura que las utilizadas para la germinacion y cultivo
in vitro de las plantulas en placas Petri.

Las plantas de Arabidopsis se cultivaron también en hidropdnico.
Para ello, las semillas desinfectadas se germinaron en puntas de pipeta de
200 ul selladas (Norén et al 2004), conteniendo la solucién mineral basal

descrita por Cellier y colaboradores (2004) y 0.7 % agarosa, con el pH
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ajustado a 6,0 con NaOH o KOH. Después de 10 dias de cultivo en las
mismas condiciones de iluminacién y temperatura descritas para los cultivos
en placas Petri, las plantulas eran transferidas a cubetas de 3 1 (40 plantulas
por cubeta) e incubadas 4 semands mas en la misma solucion nutritiva, que
era renovada dos veces por semana durante las dos primeras semanas y cada
dos dias durante las dos ultimas semanas, al objeto de evitar
contaminaciones. Las condiciones de cultivo en el sistema hidropdnico

fueron: 200 umol-m=2-s?, 12 h luz/12 h oscuridad, 21 °C

1.3.2. Germinacion de semillas y cultivo de plantas de tomate

Las semillas de tomate se desinfectaron mediante inmersion durante 5
minutos en hipoclorito sodico comercial diluido al 50% en agua destilada
estéril. Transcurrido este tiempo, las semillas se lavaron tres veces en agua
destilada estéril, la primera durante 5 minutos, y las otras dos durante 10
minutos. A partir de estas semillas se produjeron plantulas in vitro que
fueron utilizadas en los experimentos de transformacion genética. Para ello,
una vez esterilizadas, las semillas se germinaron in vitro en tubos de ensayo
conteniendo medio de germinacion (GM) compuesto por los macro y
micronutrientes del medio MS, 1% de sacarosa y 0,7% de agar, ajustandose el
pH a 6,2 con KOH previamente al autoclavado del medio a 120 °C durante 20
minutos. Después de 2-4 dias en oscuridad a 24 °C, las plantulas se
transfirieron a una camara de cultivo donde se incubaron también a 24 °C
con un fotoperiodo de 16 horas de luz/8 h de oscuridad e iluminacion de 140

umol m32s?t. Las plantulas se mantuvieron en estas condiciones durante
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aproximadamente dos semanas, hasta que el primer par de hojas se
encontraba expandido. En ese momento se aislaron los cotiledones, que se
utilizaron para los experimentos de transformaciéon. A partir de los
cotiledones transformados se regeneraron in vitro plantas completas, las
cuales se transfirieron a semilleros conteniendo una mezcla 1:1 de suelo
(Compo Sana® Universal) y vermiculita y, cuando alcanzaron un porte
adecuado, se pasaron a macetas de 5 litros conteniendo suelo (Compo Sana®
Universal). Las plantas transferidas a macetas se cultivaron en invernadero a
26 °C hasta alcanzar la fructificacion, regdndose cada dos dias con solucion
de riego (Tabla M6).

Las plantas de tomate también fueron cultivadas en sistema
hidroponico. En este caso, las semillas desinfectadas se incubaron en placas
Petri sobre un papel de filtro estéril empapado en agua también estéril, a 28
°C y en oscuridad hasta que emergia la radicula (aproximadamente dos dias).
Las semillas germinadas se transferian entonces a cajas de plastico (13x13
cm) conteniendo arena de cuarzo esterilizada a razén de 15 semillas por caja.
Las plantulas se cultivaron en este sistema en invernadero a 26 °C hasta
alcanzar el estado de cuatro hojas, regandolas cada dos dias con una diluciéon
1/10 de soluciéon nutritiva ~ Hoagland (Hoagland y Arnon 1950).
Posteriormente, las plantulas se transfirieron a cubetas de 3 litros, a razon de
6 plantulas por cubeta. En estas cubetas las plantas se cultivaron durante 7
dias en una dilucion 1/10 de solucién para cultivo hidroponico (Hoagland y
Arnon 1950) y durante 14 dias en una dilucion 1/4 de la misma solucion

(Tabla M6). En el caso de plantas transformadas, previamente al cultivo
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hidropdnico se realizé una seleccion mediante cultivo in vitro en medio de
germinacion compuesto por los macro y micronutrientes del medio MS y 200
mg/l de Kanamicina.

Tabla M6. Soluciones nutritivas utilizadas para el cultivo de tomate

Macronutrientes
Ca(NO:s)2:4H0 5 mM
KNQOs; 6mM
NH:H2PO4, ImM
MgS0:7 H20 2,5 mM
SOLUCION
NUTRITIVA Micronutrientes

PARA EL RIEGO H;BOs 60uM
MnCl2-4H20 20 pM

ZnSO+7 H20 2 uM
(NH4)sM07024-4H20 1uM

Fe-EDTA 60 uM
La solucién de macro- y micro-
Macronutrientes nutrientes y Fe-EDTA se autolcavan y
POsH:K 0,7 mM almacenan a 4° C para evitar
(NOs)2Ca-4H20 4 mM contaminaciones.
50:Mg-7H20 1 mM
(NO3)2Mg.6H20 1 mM
NO:K 5 mM

SOLUCION
NUTRITIVA Micronutrientes

BOsHs 45 uM
PARA EL SOsMn-H20 10 pM

CULTIVO SO:Cu-5H:0 0,75 M
HIDROPONICO | Mo702(NHa)s-4H20 0,05 uM
504Zn-7H20 3 uM

Fe-EDTA 90 uM
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Plantulas de 4 hojas seleccionadas en medios con antibidtico se
transfirieron a las cajas con arena de cuarzo, regdndolas durante 1 semana
con una dilucion 1/10 de solucion Hoagland y durante otra semana con una
dilucion 1/8. Las plantas se transfirieron entonces a las cubetas de 3 1 (4
plantas / cubeta), siendo cultivadas dos semanas mas en una dilucion 1/8 de
solucion Hoagland. Las soluciones nutritivas utilizadas para los cultivos
hidroponicos estuvieron sometidas a aireacion continua y se renovaron cada
2-3 dias para evitar contaminaciones. Las condiciones de cultivo fueron:
iluminacion de 140 pmol m?s?, fotoperiodo de 16 horas de luz/ 8 horas de

oscuridad.

1.3.3. Transformacion de Arabidopsis

Se partio de un inoculo de Agrobacterium tumefaciens transformado con
el plasmido de interés que se cultivé durante 24 h, a 28 °C y 220 rpm en 10 ml
de medio TYNG suplementado con los antibidticos adecuados. El cultivo
anterior se inoculo en 600 ml de TYNG suplementado los mismos
antibioticos a las mismas concentraciones, y se mantuvo en incubacién
durante 48 h en idénticas condiciones de agitacién y temperatura.
Transcurrido este tiempo, las bacterias se sedimentaron por centrifugacién y
se resuspendieron en 1 1 de medio de infiltracion compuesto por los
macronutrientes y micronutrientes del medio MS (Murasigue y Skoog 1962),
las vitaminas del medio B5 de Gamborg (Gamborg et al 1968), sacarosa 5 %,

MES 2,5 mM pH 5,9 y 400 pl de Silwett L77, agente surfactante de baja
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toxicidad que mejora notablemente la infeccion. Una vez resuspendidas en el
medio de infiltracidn, las bacterias fueron utilizadas de forma inmediata para
la transformacion de Arabidopsis. Para la transformacion se utilizaron plantas
que habian sido cultivadas en una mezcla 1:1 de suelo y vermiculita durante
21 dias, a 21 °C, con un fotoperiodo de 16h de luz / 8h de oscuridad e
iluminacion de 140 pmol m?s! (apartado 1.3.1).

La transformacion se realizé de acuerdo al método de de inmersion
floral de Clough y Bent (1998). Las plantas transformadas se cultivaron a 23
°C con fotoperiodo de 16 horas de luz/ 8 horas de oscuridad e iluminacion de
140 umol m?s? y se regaron con una solucién nutritiva conteniendo los
macro y micronutrientes del medio MS hasta que se completd la
fructificacion. En ese momento se interrumpio el riego, se dejaron secar las

plantas y se aislaron las semillas de las silicuas secas.

1.3.4. Transformacion de tomate

Para la transformacion de cotiledones de tomate se siguid basicamente el
meétodo descrito por Ellul y colaboradores (2003). Los cotiledones, obtenidos
de las plantulas germinadas in vitro (Fig. M3a), se separaron del resto de la
plantula y se seccionaron transversalmente en dos segmentos (Fig. M3b). Los
segmentos se incubaron en medio de precultivo (PCM) (Tabla M7), situando
la parte adaxial del cotiledén en contacto con el medio, y a razon de 24
fragmentos por placa Petri de 9 cm. Después de dos dias de precultivo en
oscuridad, se llevo a cabo el cocultivo con Agrobacterium transformado con la

construccion para el silenciamiento de LeNHX2. El cultivo de los segmentos
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de cotiledon con Agrobacterium (24 segmentos cotiledén/ 30 ml de cultivo
bacteriano) se llevd cabo en medio CCM desprovisto de agar (Tabla M7, Fig.
M3c) y suplementado con 200 uM de acetosiringona, a fin de favorecer la
infeccion de los cotiledones. El cocultivo se realizé durante 20 minutos, a 26
°C y en agitacion (190 rpm). Trascurrido este tiempo, los cotiledones se
recogieron por filtracion y se secaron cuidadosamente entre ldminas de papel
de filtro estéril, con el fin de eliminar las bacterias que pudieran haber
quedado adheridas a la superficie de los cotiledones. Los explantos se
transfirieron entonces a placas Petri conteniendo CCM solido (Tabla M7),
donde se incubaron 2 dias en oscuridad, a 26 °C. Tras esta incubacion, se
llevo a cabo el lavado de los cotiledones en solucion WM (Tabla M7), para
eliminar células de Agrobacterium. Después de dos lavados de 15 minutos a
temperatura ambiente, los fragmentos de cotiledones se filtraron, se secaron
con papel de filtro estéril y se transfirieron primeramente a medio de
caulogénesis y, posteriormente, a un medio de rizogénesis a fin de regenerar
plantas completas.

Para inducir la formacién de tallos, los fragmentos de cotiledon
cultivados con Agrobacterium se incubaron en placas Petri conteniendo medio
SIM no selectivo (SIM-NS) (Tabla M7) durante 48 horas, a 24 °C, bajo
iluminacién de 120 pumolm2s? (16 horas de luz/ 8 horas de oscuridad) vy,
posteriormente, en SIM selectivo (SIM-K) (Tabla M9, Fig. M3d) en las mismas

condiciones anteriores.

115



Materiales y Métodos

' e ~ I'edi T W g f
: . ;
i _:-.‘I.L'JI

Figura M1. Transformacion de cotiledones de tomate: a) plantulas de
tomate obtenidas de semillas germinadas in vitro en medio GM; b) cultivo en
PCM de segmentos de cotiledones aislados de plantulas cultivadas in vitro; c)
cocultivo de segmentos de cotiledones y Agrobacterium en medio CCM; d)
cultivo de los segmentos de cotiledones transformados en medio de
organogénesis y seleccion de transformantes (SIM-K).

A partir de los cotiledones transformados, se observaba la formacion de
callos verdes en la zona de corte del cotiledon después de aproximadamente
2 semanas de cultivo en medio de induccion de tallos (SIM-K) (Figura M4a).
Estos callos verdes se subcultivaron en medio de induccidn de tallos cada 3
semanas, detectandose la formacion de tallos hasta tres meses después del
inicio del cultivo en este medio (Figuras M4b, c y d). Se observé que por cada
explanto se inducian de uno a tres tallos independientes (Figura M4d).

Transcurridas 8-9 semanas desde el inicio de la formacion de los tallos
(aproximadamente tres subcultivos en medio de induccién de tallos), éstos
eran transferidos a medio de enraizamiento RM-K (Tabla M7), previa
separacion del callo a partir del cual se originaron. La formacion de las raices
comenzaba tras aproximadamente 20 dias de cultivo en este medio. Después
de aproximadamente 4 semanas, las raices presentaban un desarrollo
adecuado para permitir el crecimiento ex vitro de la planta (Figura M5) y las

plantulas se transferian entonces primeramente a semilleros conteniendo una
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mezcla de suelo:vermiculita (1:1) y, a continuacidén, a macetas de 5 litros

conteniendo suelo (Figura M6).

Figura M2. Regeneracion de tallos a partir de cotiledones transformados: a)
y b) cultivo en placas Petri con medio SIM-K; c) y d) cultivo en recipientes
MAGENTA con medio SIM-K.

Figura M4. Cultivo en maceta con suelo de una planta de tomate
regenerada a partir de cotiledones transformados.
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Tabla M?7. Composicion de los medios de cultivo usados en los
experimentos de transformacion de tomate. Las cantidades estan referidas a
un litro de medio.

Macroy
micronutrientes 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
MS
Sacarosa (g) 10 30 30 20 30 30 20
Myo-inositol (mg) - 100 100 100 100 100 100
Vitaminas SH (ml) - 10 10 - 10 10 -
IAA (mg) - 4 4 - 4 4 0,1
Kinetina (mg) - 4 4 - 4 4 -
Zeatina (mg) - - - - 1 1 -
Kanamicina (mg) - - - - - 100 100
Cefotaxima (mg) - - - 600 400 300 -
Acetosiringona (uM) - - 200 - - - -
Agar (g) 8 8 8 - 8 8 8
MS: Murashige y Skoog (1962) WM: medio de lavado
GM: medio de germinacion SIM: medio de induccion de tallos
PCM: medio de precultivo NS, no selectivo; K, selectivo (kanamicina 100
ug/ml)
CCM: medio de co-cultivo RM: medio de enraizamiento

Vitaminas SH: Shahin EA (1985)
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1.3.5. Recoleccidn y conservacion de semillas de plantas transformadas

Las semillas de las lineas de Arabidopsis transformadas se germinaron
en placas Petri conteniendo el medio de germinacion antes descrito, que se
suplementd con el antibidtico de seleccion (Higromicina, 50 pg/ml). Tras 21
dias, las plantulas se transfirieron individualmente a semilleros conteniendo
vermiculita y una vez las rosetas alcanzaron las 8-10 hojas se fijaron sobre
ellas aracones (Aracons™ Lehle Seeds, Round Rock, TX, EE. UU), a fin de
impedir la fecundacién cruzada y facilitar la recoleccion de las semillas. Las
plantas se cultivaron en las condiciones ya descritas hasta que se completé el
proceso de fructificacion (aproximadamente 4 semanas); en este momento, se
suspendid el riego, las plantas se secaron y las semillas, liberadas de las
silicuas, se recogieron en la base de los aracones. Las semillas recolectadas se
separaron de las impurezas mediante tamizado a través de mallas de
diferente tamafio de poro. Finalmente, las semillas se transfirieron a
eppendorfs y se almacenaron a 4 ° C, en oscuridad y protegidas de la
humedad.

Las semillas de plantas de tomate transformadas se germinaron in
vitro en medio GM conteniendo el antibiotico de seleccion (kanamicina 200
ug/ml) en las condiciones ya descritas. Cuando las plantulas alcanzaron el
estado de 4 hojas, fueron transferidas primero a semilleros y, posteriormente,
a macetas de 5 1 conteniendo suelo, manteniéndose en invernadero con
solucion de riego hasta que se produjo la floracion y fructificacidn. Se evit6 la
fecundacion cruzada separando unas macetas de otras aproximadamente 1

m y se favorecié la autofecundacion depositando el polen de cada planta
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sobre estigmas de flores de la misma planta con un pincel. Una vez obtenidos
los frutos maduros (aproximadamente 4 meses desde la germinacién de las
semillas), éstos se recolectaron, se separo la pulpa de la semilla, se secaron las
semillas entre laminas de papel de filtro durante dos dias, se transfirieron a
tubos de 10 ml y se almacenaron a 4 °C, en oscuridad y protegidas de la

humedad hasta su uso.

1.3.6. Tratamientos salinos y de deficiencia en potasio

En este trabajo se llevd a cabo una evaluacion fenotipica de las plantas
de Arabidopsis y tomate transgénicas cultivadas en medios suplementados
con NaCl o desprovistos de K. Para realizar este estudio se germinaron
semillas de Arabidopsis en placas Petri conteniendo 1) medio MS
suplementado con 50 mM NaCl o 2) medio MS modificado para disminuir la
concentracion de K hasta 100 pM NO:K, realizando el aporte de nitrato al
medio como NHiNOs (20 mM) (Cellier et al 2004). En estos medios, las
plantulas de Arabidopsis se cultivaron durante tres semanas en las
condiciones de temperatura e iluminacion descritas en el apartado 1.3.1. Por
otra parte, plantas de Arabidopsis cultivadas en sistema hidropdnico durante
4 semanas (apartado 1.3.1) se transfirieron a 1) solucion nutritiva desprovista
de K, lavando previamente las raices de las plantas en 0,2 mM CaSOs (Cellier
et al 2004) o 2) solucion nutritiva suplementada con 100 mM NaCl (Cellier et
al 2004). En ambos casos, el tratamiento se aplicdé durante 7 dias en las

condiciones de iluminacion y temperatura descritas en el apartado 1.3.1.
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Para estudiar el efecto del NaCl sobre el fenotipo de plantas
silenciadas de tomate se cultivaron éstas en sistema hidroponico en las
condiciones descritas en el apartado 1.3.2 durante 2 semanas. El tratamiento
salino consistio en la adicion de 130 mM NaCl a la solucion nutritiva durante
los ultimos 10 dias del cultivo.

En este trabajo también se ha llevado a cabo un estudio de la expresion
de los transportadores LeNHXs en plantas de tomate sensible (S. lycopersicum
cv volgogradskij) y tolerante (S. pimpinellifolium) a la salinidad, sometidas a
estrés salino durante periodos de tiempo cortos y largos. Para ello, las
semillas esterilizadas se sembraron en cajas con arena de cuarzo hasta
alcanzar el estadio de 4 hojas, momento en que fueron transferidas a cubetas
de 3 1 para cultivo hidropdnico donde se cultivaron durante 3 semanas mas
en las condiciones descritas en el apartado 1.3.2. A continuacion, se aplico el
tratamiento salino que consistié en 1) suplementar con 130 mM NaCl la
solucion nutritiva en que eran cultivadas las plantas o 2) suplementar la
solucion nutritiva en que eran cultivadas las plantas con concentraciones
gradualmente crecientes de NaCl: 50, 100 y 130 mM NaCl, a intervalos de

dos dias, lo que representaba 7 dias de tratamiento.

1.3.7. Determinacion del contenido idonico

Para la cuantificacion de los contenidos idnicos, el material vegetal se
secO durante 48 horas a 80 °C. El material seco se separo en raiz y parte aérea,
en el caso de las plantas de Arabidopsis, y en raiz, tallo y hojas, en el caso de

las plantas de tomate y, posteriormente, fue molido y digerido en una
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solucion concentrada HNOs: HCIOs (2:1, v/v). Los contenidos de K* y Na* se
determinaron en el material digerido por ICP-MS (Iris Intrepid II; Thermo

Electron Corporation, Franklin, MA, USA) en el Servicio de Iondmica del

CEBAS, CSIC, Murcia.

2. Métodos

2.1. Métodos generales de manipulacion de acidos nucléicos

2.1.1. Amplificacion por PCR

Los reactivos utilizados para PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa), las concentraciones de cada uno de ellos y la duracion de las
distintas etapas de la reaccién dependen del objetivo de la amplificacion, la
naturaleza de los cebadores utilizados o la enzima ADN polimerasa usada,
entre otros factores. De forma general, el protocolo seguido en este trabajo se
resume en la Tabla M8.

El termociclador utilizado fue Mastercycler personal (Eppendorf). En
este trabajo se han utilizado diferentes polimerasas: Phusion™ High-Fidelity
DNA Polymerase (New England Biolabs), Pfu DNA polymerase (Promega),
JumpStart™ Accutag™ LA DNA polymerase (Sigma) y Biotherm polymerase

(Genecraft).
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Tabla M8. Protocolo general de PCR

MEZCLA PCR PROGRAMA PCR
- Inicializacién (94 °C, 3 minutos)
dNTP’s (0,2 mM)
cebador forward (0,3 pM) -20 a 25 ciclos
cebador reverse (0,3 uM) -Desnaturalizacién (94 °C, 30 s)
MgCl2(3 mM)

-Alineamiento (50-60 °C dependiendo de

disolucién tampoén (1x) los cebadores, 45 5)

ADN polimerasa (0,02 U/ul) y .
ADN molde (0,02 pg/ul - 0,2 ng/ul) -Extension (72 °C, 1,5 min.)

- Elongacion final (72 °C, 7 min.)

- Conservacion (4 °C, tiempo indefinido)

2.1.2. Separacion de fragmentos de ADN por electroforesis en geles de
agarosa

Para separar fragmentos de ADN se han utilizado geles horizontales
de agarosa preparados en tampon TBE 0,5x (Tris/borato 45 mM, EDTA 1
mM), conteniendo bromuro de etidio (0,4 pg/ml) para visualizar las bandas a
la luz ultravioleta. En los casos en los que se requirio la extraccion de los
fragmentos de ADN del gel para procesamiento posterior (clonaje,
secuenciacion, etc), se utilizé tampdn TAE 1x (Tris/acetato 40 mM, EDTA 0,1
mM), ya que el borato y las altas concentraciones de EDTA pueden inhibir
reacciones enzimaticas posteriores. La concentracion de agarosa en los geles
fue de 0,7 a 2 %, dependiendo del tamano del ADN a separar. Las muestras

se prepararon en tampon de carga (sacarosa 50 % (p/v), Azul de Bromofenol
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0,25 %, EDTA 0,1 M). La separacién electroforética se realizd en el mismo

tampon utilizado para la preparacion del gel, a un voltaje entre 80 y 100 V.

2.1.3. Extraccion y purificacion de ADN de geles de agarosa

Para la recuperacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa se
utiliz6 DNA Gel Extraction Kit (Millipore), que permite extraer el ADN del gel
por un proceso que incluye centrifugacion. Para ello, la banda de agarosa que
contiene el ADN se depositd en un dispositivo con un filtro de 0,45 pum
(Durapore®) y, tras centrifugar a 5000g durante 10 min., se recogi6 el ADN en
el filtrado. Alternativamente, hemos utilizado GenElute™ Gel Extraction Kit
(Sigma®). En este caso, las bandas de agarosa conteniendo el ADN son
solubilizadas y depositadas en un dispositivo de filtracion provisto de una
membrana de silice que retiene el ADN que, seguidamente, se eluye con

tampodn Tris de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

2.1.4. Concentracion de ADN por precipitacion con alcohol

Para concentrar ADN por precipitacion se adicioné a cada 100 ul de
solucion de acido nucleico, 225 pl de etanol, 1 pl de tRNA o 2 ul de Pellet
Paint co-precipitant (Novagen) y 11 pl de acetato sédico 3M, incubando la
mezcla 20 minutos a -20 °C. A continuacion, el conjunto se centrifugo6 a
15000g durante 30 minutos, a 4 °C en una microcentrifuga. El precipitado se
lavo con etanol al 70 %, se seco al aire durante 30 minutos y se resuspendio
en 20 pl de H20 o tampdn TE (Tris-HCl 10 mM pH 8, EDTA-Tris 1 mM pH
8).
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2.1.5. Cuantificacion del ADN o ARN
La concentracién de ADN o ARN se estimo espectrofotométricamente
utilizando un NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer o marcadores

cuantitativos incluidos en los geles de agarosa.

2.1.6. Aislamiento de plasmidos

Se partio de un cultivo de 2 ml de células de E. coli incubado a 37 °C en
medio liquido LB suplementado con el antibiético de seleccion hasta que
alcanzé una densidad optica (DO) de 0,9-1,0 medida a 600 nm. El cultivo
bacteriano se centrifugd, obteniéndose un sedimento celular que se
resuspendié en 200 ul de STET (10 % Sacarosa, 50 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM
EDTA pH 8, 1% Triton X-100). Tras agitacion de al menos 10 minutos, se
anadié 5 pl de una solucion de lisozima al 5 % y se incub6 la mezcla 2
minutos a 96 °C, para romper las células. Seguidamente, se enfrié en hielo
durante 2 minutos y se centrifugd en microcentrifuga a maxima velocidad
durante 10 minutos, desechandose el sedimento mucoso. Se adiciond al
sobrenadante 2 pl RNasa 1%, y se incubd 10 minutos a 68 °C para eliminar
contaminaciones de ARN. Para precipitar el ADN plasmidico se afiadi6 10 ul
de tampon CTAB (CTAB 5% y NaCl 0,5 M), se agitd y se centrifug6 a maxima
velocidad durante 15 minutos. El sedimento resultante se resuspendid en 300
ul de NaCl 1,25 M y se precipitd nuevamente el ADN, adicionando 750 ul de
etanol al 96 %. Tras centrifugar en microcentrifuga a 14000 rpm durante 15

minutos, se lavd el precipitado con 700 ul de etanol al 70 % y se seco el
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sedimento a 37 °C durante 10 minutos. E1 ADN se resuspendio6 en 20 ul de TE
o en HO.

También llevamos a cabo el aislamiento de plasmidos utilizando
Quantum Prep® Plasmid Miniprep Kit (Bio-Rad) conforme a las instrucciones

del fabricante.

2.1.7. Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Las digestiones de ADN con enzimas de restriccion se realizaron
siempre en los tampones y las condiciones recomendadas por los fabricantes.
Cuando hubo que digerir con mas de una enzima y, en el caso de que no
fueran compatibles sus tampones, tras digerir con la primera de las enzimas
y después de inactivarla, se precipité el ADN como se ha especificado en el
apartado 2.1.4, pudiéndose tratar a continuacion los fragmentos de ADN con
la segunda enzima. Las manipulaciones posteriores de los productos de la
digestion se realizaron tras separarlos mediante electroforesis en gel de
agarosa-TAE (apartado 2.1.2) y extraerlos segin se ha indicado en el

apartado 2.1.3.

2.1.8. Clonaje de fragmentos de ADN

El clonaje de los fragmentos se llevd a cabo mediante ligacion,
utilizando Rapid DNA ligation Kit (Roche), siguiendo las instrucciones
especificadas por el fabricante.

Tambien se llevo a cabo el clonaje de fragmentos de ADN utilizando la

tecnologia Gateway, la cual permite introducir el gen de interés de una
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manera sencilla en distintos sistemas de analisis funcional, manteniéndose la
orientacion y el marco de lectura con una alta eficacia y eliminandose la
necesidad de secuenciaciones secundarias o de subclonaje después de haber
introducido el gen en un vector de entrada. Esta tecnologia esta basada en las
propiedades de integracion y escision del bacteriéfago lambda en el genoma
de E. coli por recombinacion. En el sistema Gateway, las reacciones de
integracion y escision se llevan al cabo in vitro, segin se explica en la Figura

MI1.
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Fig. M5. Clonaje utilizando la tecnologia Gateway. El gen a transferir esta
clonado en un vector de entrada, flanqueado por dos sitios de recombinacion
attL1 y attL.2. El vector de destino contiene todos los elementos necesarios
para la expresion del gen de interés, asi como dos sitios de recombinacion
attR1 y attR2 que flanquean el gen de seleccion negativo ccdB. Tomado de

www.invitrogen.com
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La reaccion attL x attR estd catalizada por la mezcla de enzimas
Gateway® LR Clonase™ II. La mezcla contiene, por un lado, las enzimas
implicadas en la recombinacion del bacteriéfago lambda, la Integrasa (Int) y
la Escisionasa (Xis), y por otro lado, el Factor de Integracion en el
Hospedador (IHF) de E. coli.

Para generar los vectores de entrada hemos utilizado pENTR/D-TOPO
(Invitrogen), que permite el clonaje de forma dirigida de productos de PCR
entre los sitios de recombinacién attL1 y attL2 (Fig. M2). El vector linearizado
tiene asociado de forma covalente una Topoisomerasa I del virus Vaccinia,
habiéndose afiadido la secuencia GTGG a uno de los extremos 5" (Fig. M2).
Este extremo permite la clonacion de forma orientada de los productos de
PCR generados, utilizando un cebador forward al que se ha anadido la
secuencia CACC. El extremo GTGG del vector linearizado se une a las bases
complementarias CACC del producto de PCR, permitiendo la ligacion
orientada por la Topoisomerasa I.

La clonacion se realiza siguiendo las instrucciones especificadas en el

pENTR/SD/D-TOPQO® Cloning Kit y la seleccion se lleva a cabo con células

competentes E coli Machl™ en medio LB suplementado con 50 ng/ml
Kanamicina. Las secuencias nucledtidicas de los cebadores utilizados se

muestran en la Tabla M9.
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Fig. M6. Mapa del vector pENTR™/D-TOPQO®.

Tabla M9. Cebadores usados en la clonacion de LeNHX2, LeNHX3 y
LeNHX4 en PENTR/D-TOPO

CEBADORES SECUENCIA
LeNHX2 forward 5-CACCATGGAGGATCATCTTCAGATT-3
LeNHX2 reverse 5-GTGGCCGTCATAACCAGCTCT-3
LeNHXS3 forward 5-CACCATGGTGTTTGACTTTGGGAC-3
LeNHX3 reverse 5-ATGACCACTTGGTTCCGTTGG-3
LeNHX4 forward 5-CACCATGGCTTCTGTGCTGGCTTC-3
LeNHX4 reverse 5-TGGACCGTGTTCCGTTGGAGA-3’

LeNHX4stop 5-CACCATGGCTTCTGTGCTGGCTTC-3

forward
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2.1.9. Creacion de vectores de expresion por recombinacion entre el vector
de entrada y el vector de destino

Una vez clonado el gen de interés en el vector de entrada, se puede
dirigir a diferentes vectores de destino mediante recombinacion especifica y
asi llevar a cabo diversos experimentos de analisis funcional y de expresion
de proteinas. Para llevar a cabo la reaccion de recombinacion se siguieron las
instrucciones de Gateway® LR Clonase® Enzyme Mix. La seleccion de las
colonias transformadas se llevd a cabo con células competentes de E. coli
Mach1™ cultivadas durante toda la noche en medio LB suplementado con
los antibidticos adecuados dependiendo del pldsmido. A partir de las
colonias transformadas se llevo a cabo el aislamiento del plasmido por el

método ya descrito.

2.1.10. Secuenciacion

Para la determinar la secuencia de los cDNAs completos o fragmentos
de cDNAs purificados, y para comprobar que no se habian producido errores
en el proceso de construccidon de los distintos plasmidos se llevaron a cabo
reacciones de secuenciacion, utilizando 6,5 pmol de un oligonucledtido
especifico y una cantidad de ADN entre 0,4 y 1,0 ug. La secuenciacion fue
realizada por los servicios cientificos del Instituto Lopez Neyra (CSIC,

Granada).
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2.1.11. Aislamiento de ADN gendémico de Arabidopsis y tomate

Se partio de hojas de Arabidopsis o tomate, que se congelaron en
nitrégeno liquido introducidas en un eppedorf. Seguidamente, se adiciono
500 ul de tampodn de extraccion (100 mM Tris pH 8, 50 mM EDTA pH 8, 500
mM NaCl, 10 mM (-mercaptoetanol y 1,25 % SDS), incubandose la mezcla a
65 °C durante 5 minutos. Transcurrido este tiempo, se adiciond acetato
potasico hasta una concentracion 1 M, manteniéndose el conjunto en hielo
durante 5 minutos. Tras centrifugar a 15000 g durante 10 minutos, se obtuvo
un sobrenadante que contenia los 4cidos nucléicos, al que se adiciond 640 pl
de isopropanol y 60 ul de acetato sddico 3 M, manteniéndose el conjunto a -
20 °C durante 10 minutos. Los acidos nucléicos se precipitaron por
centrifugacion a 15000g durante 10 minutos. El precipitado se lavé con 300 pl
de etanol al 70 %, volviéndose a centrifugar a 15000g durante 5 minutos.
Después de eliminar el etanol, el sedimento resultante se resuspendié en 50

ul de agua Milli Q.

2.1.12. PCR a tiempo real

Se cuantific6, mediante PCR a tiempo real, los niveles de expresion de
los genes LeNHX]1, 2, 3 y 4, utilizando un termociclador Biorad iCycler.

En la técnica de PCR a tiempo real los procesos de amplificacion y
deteccion se producen de manera simultdnea en el mismo vial cerrado sin
necesidad de procesamiento post PCR de los productos amplificados, lo que
incrementa el rendimiento y reduce las posibilidades de contaminacion

(Bustin y Nolan 2004). El analisis por PCR a tiempo real esta basado en la
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deteccion y cuantificacion de ADN utilizando una sonda fluorescente.
Mediante la deteccion de fluorescencia se puede medir, durante la
amplificacién, la cantidad de ADN sintetizado en cada momento, ya que la
emision de fluorescencia producida en la reaccion es proporcional a la
cantidad de ADN formado, lo que permite conocer y registrar en todo
momento la cinética de la reaccion de amplificacion (Costa 2004). Las sondas
fluorescentes utilizadas pueden ser agentes intercalantes o sondas especificas
marcadas con fluorocromos (Bustin y Nolan 2004). En este trabajo la sonda
utilizada ha sido el agente intercalante SYBR Green I (fluoréforo FAM-490),
cuya emision de fluorescencia aumenta notablemente cuando se une a ADN
de doble cadena. La amplificacion se realizo utilizando Quantimix Easy Syg
Kit (Biotools).

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 20 ul
conteniendo 10 ul de la mezcla de Quantimix Easy Syg Kit, 0,375 uM de cada
cebador, 2 pl de de una dilucién de fluoresceina 1/5000 en dimetil sulféxido
(DMSO), 1 pl de cDNA y 55 ul de agua Milli-Q. El protocolo de
amplificacion usado fue: Ciclo 1 (1X), 95 °C, 3 minutos; ciclo 2 (35X),
desnaturalizacién a 95 °C, 30 segundos, annealing a 55 °C, 45 segundos,
extension a 72 °C, 1 minuto; ciclo 3 (1X), 95 °C, 1 minuto; ciclo 4 (1X), 70 °C, 1
minuto; ciclo 5 (60X), 70 °C, 10 segundos. Una vez concluido el ciclo 2, se
obtuvieron los datos necesarios para llevar a cabo la cuantificacion a tiempo
real. Los ciclos 3, 4 y 5 permitieron obtener los datos para construir la curva

de Melting.
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La expresion relativa del gen se calculé mediante el uso de la siguiente
formula: 2[ACHControl) - ACtMuestra)] -~ donde AC+=Ct ribosémico 185-Ct LeNHX2 y Ct

(Ciclo umbral) es el ciclo en el que la fluorescencia de la muestra excede el
valor elegido sobre un umbral, es decir, el ciclo en el cual el sistema
comienza a detectar el incremento de la sefial asociada con un aumento
exponencial del producto de PCR durante la fase lineal logaritmica.

Todas las reacciones se realizaron por triplicado y para cada ensayo de
PCR se obtuvieron las curvas de Melting de los productos de amplificacién

con el fin de identificar las posibles amplificaciones inespecificas.

2.2. Identificacion de los antiportadores

2.2.1. Aislamiento de ARN de tomate

Para extraer ARN de distintos tejidos de la planta se utilizaron las
columnas Rneasy Plant Mini Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Durante el proceso de aislamiento de ARN, las muestras se
sometieron a un tratamiento con DNasa con el fin de destruir cualquier resto
de DNA que pudiera interferir en la determinacion del patron de expresion
por RT-PCR. Alternativamente, el ARN de las muestras vegetales se extrajo
con TRI® Reagent siguiendo también las instrucciones del fabricante. En
ambos casos, el ARN se resuspendié en RNAsecure™ resuspension solution,

siguiendo las instrucciones del fabricante.
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2.2.2. Preparacion de cDNA de una genoteca A-zap

Algunos de los genes aislados en este trabajo se han identificado y
clonado de una genoteca de cDNA de pelos radiculares de tomate (cv
Moneymaker) en AUni-ZAP XR (Bucher et al 1997). Se amplificé la genoteca
y se aisld el cDNA utilizando la cepa XL1Blue de E coli (Sratagene). Para ello,
se tomo 50 ml de un cultivo fresco de bacterias cultivadas durante toda la
noche a 37°C en medio LB suplementado con 0,2% de maltosa, se centrifugd
a 4000 g durante 10 minutos y se resuspendié el precipitado en
aproximadamente 10 ml de MgSO4 10 mM, ajustando a 2 la densidad optica
medida a una longitud de onda de 600 nm (aproximadamente 1,6x10°
células/ml). Seguidamente, se afiadieron 300.000 pfu de la genoteca en 1800
ul de cultivo de bacterias (2,8x10° células), y se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se mezclo el cultivo con 50 ml de Top Agar a 37 °C y
se extendio encima de medio LB solido en 5 placas Petri de 20 cm de
diametro, incubandose el cultivo durante toda la noche hasta obtener una
lisis bacteriana completa. Los fagos se eluyeron agitando suavemente
durante una hora con A diluent (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 8 mM MgSOs) y
centrifugando posteriormente durante 10 min a 4000 g y 4°C. Se anadi¢ al
sobrenadante 100 pl de RNAsa y 100 pul de DNAsa, en ambos casos de una
solucion de 10 mg/ml, y se incubd durante 30 min a 37°C y, posteriormente,
durante 10 min en hielo. Se afiadi6 lentamente y agitando 1 volumen de una
solucion saturada de sulfato de amonio a 4°C, y se incub6 durante 20 min en
hielo. Se centrifugd a 18000 g durante 15 minutos a 4°C y se resuspendio el

precipitado en 8 ml de SM (Tris-HCI 50 mM pH 7,5, MgSO4 8 mM, NaCl 100
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mM, gelatina 0,01%). Se anadié 50 pl de RNAsa y 25 pl de DNAsa, de
soluciones de 10 mg/ml, y se incubd durante 30 min a 37°C. Los fagos se
lisaron por incubacion durante 20 minutos a 68°C en una mezcla de 320 pl de
EDTA 0,5M, 400 pl una solucién de SDS al 10 % y 50 pl de una solucion de 10
mg/ml de Proteinasa K, elimindndose las proteinas por extraccion con
Fenol/Cloroformo/Alcohol Isoamilico (25:24:1) seguida por extraccion en
Cloroformo/Alcohol Isoamilico (24:1) para eliminar restos de fenol. Tras
separar la fase acuosa, se le adiciono 3,5 ml de una solucién de acetato
amonico 7,5 M y se precipité el ADN anadiendo 8 ml de Isopropanol. El
precipitado de ADN se recogio directamente con una espatula, se lavo 2
veces con 70% EtOH y se resuspendié en 100 pl de TE a temperatura

ambiente, conservandose a -20°C.

2.2.3 Clonaje de antiportadores

Para clonar cDNAs completos a partir de secuencias EST (Expressed
Sequence Tag), se han seguido dos procedimientos. En primer lugar se ha
utilizado una genoteca de pelos radiculares de tomate (cedida por M Bucher,
ETH, Ziirich, Bucher et al 1997), para identificar y clonar por PCR anidada
cDNAs completos. En segundo lugar, se han clonado cDNAs completos a

partir de ARN de flores de tomate mediante RACE 3" y RACE 5'.

2.2.3.1. PCR anidada
Para clonar cDNAs completos de las genotecas, se utilizo la técnica de

PCR interna o PCR anidada. Esta técnica comporta dos reacciones en cadena
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de la polimerasa (PCR), con dos pares de cebadores distintos, de tal modo
que los cebadores utilizados en la segunda PCR (internal o nested PCR)
flanqueen una region amplificada en la primera reaccion (external PCR) (Fig.
M3). El método de PCR interna se utiliza sobre todo cuando se buscan
cDNAs poco abundantes. Para amplificar las regiones desconocidas se utiliz6
en la primera reaccion un cebador universal del vector y otro especifico del
inserto. Como se desconocia la orientacion de los insertos en el vector, se
utilizaron cebadores del vector y de la secuencia conocida en sentido y
antisentido. Después de esta amplificacion, se usaron otros dos cebadores de
la secuencia conocida y del vector, dando lugar a una amplificacién mas
especifica.

Las secuencias de los cebadores universales utilizados sonn 5-ACT
AAA GGG AAC AAA AGC TGG (Bluescript-R) o 5-AAT ACG ACT CAC
TAT AGG GCG (Bluescript-F) para la primera PCR; y 5-CCG CTC T AG
AAC TAG TGG ATC (Bluescript-R3) o 5-CTA TAG GGC GAA TTG GGT
ACC (Bluescript-F2) para la segunda PCR. Por otra parte, se han usado un
gran numero de cebadores especificos para obtener las secuencias completas

de los cDNAs de los genes (Anexo 1).
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Fig. M3. Esquema de PCR interna o anidada

La primera PCR se efectud segun el protocolo general descrito en el
apartado 2.2.1, con una temperatura de annealing de 54 a 60 °C, dependiendo
de cada reaccion de amplificacion. La segunda PCR se llevo a cabo con
distintas diluciones del ADN amplificado en la primera PCR, en las mismas
condiciones y en un volumen total de 100 pl, utilizando los cebadores
anidados. Para evitar errores, durante la amplificacion se empled Taq
polimerasas de alta fidelidad con actividad correctora de errores 3" a 5

exonucleasa, como Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (New England
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Biolabs), Pfu DNA Polymerase (Promega), y Acutherm polymerase (Genecraft).
Ademas se llevo a cabo el menor nimero de ciclos posible para obtener

suficiente cantidad de ADN.

2.2.3.2. RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)

La técnica conocida como RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) es
una variacion de la reaccién RT-PCR que amplifica secuencias desconocidas
de cDNA correspondientes a los extremos 3" (3’RACE) o 5" (5" RACE) del
ARN (Figs. M4 y M5). En ambos casos, el primer paso implica la conversion
del ARN en una cadena simple de cDNA usando una reverso transcriptasa.
A continuacion, se lleva a cabo una PCR para la cual se disenian dos
cebadores que flanquean la secuencia desconocida. Uno de los cebadores es
complementario a la secuencia conocida en el gen de interés mientras que el
otro cebador es complementario a una secuencia conocida que no forma
parte del gen. Este sitio de anclaje puede estar presente en la secuencia de
cDNA de partida o puede adicionarse in vitro al finalizar la transcripcion. El
producto que se obtiene por la utilizacion de estos dos cebadores en la
reaccion de PCR abarca la secuencia desconocida de los extremos 5 0 3’ y
fragmentos conocidos del cDNA. El siguiente paso consiste en secuenciar
este producto.

En la reaccion 3-RACE se wusa como cebador para la
reversotranscripcion un oligo (dT) que se une a la cola poli(A) del mRNA.

Este oligo (dT) también se wusa como cebador en las siguientes
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amplificaciones junto con el cebador complementario a la secuencia conocida

del gen (Fig. M4).

AfSAAANMR T mENA

5 Apnnoannnn 3 mRERNA,
Feverzotranzcriptaza
} cebador de anclaje OYTTTT — ] =G, 00 A
5’ AnAAMANAS S MR,
3 TTTT
SI

FM&aza o actividad RMAazs
de la reversofransriptaza

3 TITT
& o

Tag DMA polimerasa )
cehador ezpecificn de secuencia [ s )

' cebador de anclaje
5 — ¥ ds cDMa,
3 TITT —
PCR
L
& 3
3 g

Fig. M4. Esquema de la reaccion 3'RACE.

En la reaccion 5" RACE, para la sintesis de la primera hebra de cDNA
se usa como cebador un oligonucleotido complementario a una secuencia
conocida del gen. Después de eliminar el molde de ARN creamos un anchor
sitt en el extremo 3 de la hebra tunica de cDNA, usando una
desoxinucleotidil transferasa. A continuacion, se amplifica por PCR la region
5" utilizando como cebadores un anchor primer complementario a la nueva
cola nucleotidica adicionada y otro primer complementario a una secuencia

conocida del gen. Existen distintas variaciones del procedimiento 5" RACE
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segun la forma de adicionar el anchor site adyacente al extremo 5 del cDNA

(Fig. M5).
& AnAANMARS 3 mENA
Cebador especifico de secuencia | |
reversotranscriptasa
o ANNNDLNAA 2 R R,
\ 5
3 cDhA,
Rh&aza o actividad RhAasa de la
reversotranzcriptasa
3 !
5 cOMA
tranferssa terminal TaT
dMTP (e TR
FCCCCC 5
Tag DMNA paolimerasa cOMA
cebadar de anclaje
CEMMNGEEG 3
FCCCCC 5 ds cDMA,
PCR
o AnnANDLNN T pnE R,
Cebador especifico e secuencia | }
reversotranscriptasa
) AANNDDAAN 2 R R,
3 3 cOA,
RM&azsa o actividad RhAasa de la
reversotranscriptass
3 . g
3 £DNA
T4 RMA ligasa )
. de anclaje | m—
¥ = cONA,
Tag DA “polimerasza
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sec. Comple. Al c. de anclaje | was )
A 3
3 . g ds cDMA

FCR

Fig. M5. Esquema de la reaccion 5" RACE
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En este trabajo hemos utilizado el kit SMART™ RACE cDNA de
Clontech que presenta algunas modificaciones respecto del procedimiento
RACE tradicional. La reacciéon de PCR se realizé siguiendo las instrucciones
del manual del kit y las condiciones de la amplificacion fueron las descritas
en el apartado 2.1.1. Los cebadores especificos para obtener las secuencias

completas de los cDNAs se detallan en el Anexo 1.

2.3. Construcciones génicas utilizadas en los estudios

funcionales.

2.3.1. Construcciones para expresion en levadura.

Los genes de interés clonados en el vector TOPO se integraron en
distintos vectores de destino mediante recombinacion especifica para poder
asi llevar a cabo estudios de analisis funcional y de expresién de proteinas.
Para ello se utiliz6 en la mayoria de los casos la tecnologia Gateway descrita
en el apartado 2.1.10. El vector de destino utilizado en los estudios de

expresion en Saccharomyces cerevisiae es pYES-DEST52 (Fig. M6).
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| atiR1 [CmR PRLN attR2 V5 epitope  6xHis ||

Fig. M6. Mapa del vector pYES-DEST52

Este vector contiene el promotor Gall de levadura que se induce por
galactosa y se inhibe en presencia de glucosa, de manera que se produce la
expresion de los genes en medio suplementado con galactosa. Para facilitar el
clonaje, el vector presenta dos sitios de recombinacion, attR1 y attR2,
flanqueando el gen de seleccion negativa ccdB, que posibilitan una eficiente
recombinacion con un gen clonado entre los sitios de recombinacién attL en
un attL-flanked Gateway® entry vector como D-TOPO. Para poder identificar y
purificar la proteina expresada en levadura, el vector permite la fusion del
extremo C-terminal de la proteina codificada por el gen clonado con una
secuencia que codifica un epitopo V5 y una secuencia de 6 histidinas. Dicho
vector presenta un origen de replicacion de alto nimero de copias (2) en
levadura. Asi mismo, el vector contiene un gen que codifica resistencia a

ampicilina, lo que permite la seleccion de las colonias de E. coli
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transformadas con la construccion y también el gen URA3 para la seleccion
auxotrofica en levadura en un medio minimo sin uracilo. Este vector ha sido
utilizado en los estudios de expresion de LeNHX1, LeNHX2, LeNHX3 y
LeNHX4 en levadura.

Para detectar las isoformas LeNHX2, 3 y 4 en membranas
microsomales de levaduras transformadas con los genes de tomate, se llevé a
cabo la clonacién de los antiportadores LENHX2, 3 y 4 provistos de una
secuencia codificante de un epitopo de colas de histidinas RGSHio en el
extremo C-terminal utilizando el vector de expresion en levaduras pYes
(Invitrogen), que contenia el promotor GAL1. Se generaron asi los plasmidos

LeNHX2RGSH1 LeNHX3RGSH10y LeNHX4RGSHio
2.3.2. Construcciones para expresion en plantas

En la Tabla M10 y M11 se enumeran las construcciones génicas utilizadas en

este trabajo
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Tabla M10. Listado de construcciones utilizadas

LeNHX1 Clonacién en Topo de
LeNHX1 sin codén de stop

D-TOPO

Clonacién en Topo de

LeNHX1+Stop

LeNHX1 con codén stop
Clonacion en Topo de

LeNHX1RGSH10+Stop

LeNHX1 con con una cola
RGSH10 y codén stop
Clonacién en Topo de

LeNHX2

LeNHX2 sin codén de stop
Clonacién en Topo de

LeNHX2+Stop

LeNHX2 con codén stop
Clonacion en Topo de

LeNHX2RGSH10+Stop

LeNHX2 con con una cola
RGSH10 y coddén stop
Clonacion en Topo de

LeNHX3

LeNHX3 sin codén de stop
Clonacion en Topo de

LeNHX3+stop

LeNHX3 con codén stop
Clonacion en Topo de

LeNHX3RGSH10+Stop

LeNHX3 con con una cola
RGSH10 y coddén stop
Clonacion en Topo de

LeNHX4

LeNHX4 sin codén de stop
Clonacion en Topo de

LeNHX4+stop

LeNHX4 con codén stop
Clonacion en Topo de

LeNHX4RGSH10+Stop

LeNHX4 con con una cola
RGSH10 y codén stop
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pYES-DEST52

LeNHX1

Expresion heteréloga de
LeNHX1 sin codén de stop

LeNHX1+Stop

Expresion heteréloga de
LeNHX1 con codén de
stop

LeNHX1RGSH10+Stop

Expresion heteréloga de
LeNHX1 con una cola
RGSH10 y con codén de
stop

LeNHX2

Expresion heteréloga de
LeNHX2 sin codén de stop

LeNHX2+Stop

Expresion heteréloga de
LeNHX2 con codén de
stop

LeNHX2RGSH10+Stop

Expresion heteréloga de
LeNHX2 con una cola
RGSHI10 y con codén de
stop

LeNHX3

Expresion heteréloga de
LeNHX3 sin codén de stop

LeNHX3+stop

Expresion heteréloga de
LeNHX3 con codén de
stop

LeNHX3RGSH10+Stop

Expresion heteréloga de
LeNHX3 con una cola
RGSHI10 y con codén de
stop

LeNHX4

Expresion heteréloga de
LeNHX4 sin codén de stop

LeNHX4+stop

Expresion heteréloga de
LeNHX4 con codén de
stop

LeNHX4RGSH10+Stop

Expresion heteréloga de
LeNHX4 con una cola
RGSHI10 y con codén de
stop

pCAMBIA1303

LeNHX2RGSH10+Stop

Sobreexpresion de
LeNHX2

pKannibal

LeNHX2 (entre aa699-aal297 )

Silenciamiento de LeNH2

variante del GFPmutl

LeNHX2

Localizacion de LeNHX2
con GFP en C-terminal

p2GWEF7,0

LeNHX3

Localizacion de LeNHX3
con GFP en C-terminal

LeNHX4

Localizacion de LeNHX4
con GFP en C-terminal

p2FGW7,0

LeNHX4+stop

Localizacion de LeNHX4
con GFP en N-terminal
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2.3.2.1. Sobreexpresion

Para sobreexpresar el gen LeNHX2 en Arabidopsis thaliana se utilizo el
vector pPCAMBIA1303. EI T-DNA de este vector binario contiene el promotor
355 y el terminador NOS que permiten dirigir la expresion del gen de interés
y facilitar la fusion con el gen reportador Gus-gfp5, presente entre los sitios
de restriccion Ncol y BstEIl, asi como el gen de resistencia a Higromicina
también bajo control del promotor 35S. Con el fin de generar un vector para
dirigir la expresion de LeNHX2 en plantas, hemos clonado la secuencia
codificante de LeNHX2 a la que se le habia afiadido una secuencia
codificante de un tag de histidinas, RGS (H) 10, en la posicién C-terminal, en
el vector de expresion pCAMBIA1303 (Venema et al 2003), reemplazando la
secuencia codificante de Gus-gfp5 entre los sitios de restriccién Ncol y BstEIL
Para ello, el sitio Ncol en la posicion 1346 de LeNHX2 se elimin6 por overlap
extension PCR, cambiando la secuencia nucleotidica como se indica en la

Figura M7.

1344 TCC ATG GAT 1352 1344 TCT ATG GAT 1352
448 S M D 452 448 S M D 452

Fig. M7. Eliminacion del sito Ncol de la posicion 1346 de LeNHX2

Se obtuvo asi el plasmido pKV93 (Fig. M8). Para confirmar la fidelidad

de la construccion generada, la region codificante del transportador incluido
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en el plasmido pKV93 fue secuenciada en ambas direcciones. Este plasmido

se utilizd para transformar Agrobacterium tumefaciens cepa GV3501

BStEIl

Nrul,

T-Border (right)

Ncol.
Munl
Sse8387.

Sall
Xbal
Asp718;
Kpnl
EcoR|

LeNHX2RGSH10

CaMV 35S .Psp1406

BstXl .

pKV93
CaMV35S 11427 bps

spll

Aatll Clal

Rsrll 35Sterm

) i, SgrAl
" Ehel
I Narl
{Kasl
: - Bbel
Bpull02 Bst1107

T-Border (left) .
Sacll

Fig. M8. Plasmido pKV93 con la construccion para la sobreexpresion de

LeNHX2.

2.3.2.2 Silenciamiento

En este trabajo hemos llevado a cabo el silenciamiento génico post-
transcripcional de LeNHX2, el cual debe reducir enormemente la
acumulacion de mRNA de este transportador, sin afectar a la transcripcion
(Vaucheret et al 2001). La construccidn para el silenciamiento de este gen se

obtuvo mediante la clonacién en orientacion sentido y antisentido en el
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vector pKANNIBAL de un fragmento de PCR de 604 pares de bases del
extemo 3’ del gen (Wesley et al 2001) (Figs. M9 y M10).

Notl (5819)
Terminador OCS
Xbal
Bam HI
Hind 111
Clal

INTRON Resistencia a

Kanamicina

Kpn 1 PKANNIBAL
EcoRI

Xho 1

Promotor
35S CaMV

NotI (2859)

Fig. M9. Mapa del vector pKannibal

El vector pPKANNIBAL fue disefiado de forma que se pudiese insertar
un fragmento de PCR en orientacion sentido en el polilinker Xhol.EcoRI.Kpnl
y en orientacion antisentido en el polilinker Clal.HindIIL.BamHI.Xbal. Los
cebadores utilizados fueron:

Forward
5 CGCGGATCCTCGAGTCAGCTGGTGTTGGAG 3
BamHI Xhol

Reverse

5 CGACAAGCTTGAATTCCATGGTTCCTGCCG 3
Hindl 1l EcoRI
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Dando lugar en la amplificacién por PCR de un fragmento BamHI-
Xhol-LeNHX2--EcoRI-HindIIl, que se clond en sentido en Xhol-EcoRI, y en

antisentido en HindIII-BamHI.

Gen Diaha
—T T T

V YR
Xho| e FcoR| Hind|| eo——— BamH|

i \ / gestidn
d |gest|on

EcoRlI HindlIll
Not Xhol Intrén BamHI Notl
Digestion con Notl

EcoRlI Hindlll

Intrén

Terminador OCS

Sentido Antisentido

Vector binario

Fig. M10. Construccion hairpinRNAi en el plasmido pKANNIBAL. Un
fragmento del gen diana se amplifica por PCR y se clona secuencialmente a
ambos lados del intron, para formar los dos brazos de la horquilla. El cassette
“hairpin” se clona en un vector binario adecuado en un tnico paso, usando
los sitios de restriccion Notl.

Las construcciones realizadas en pKANNIBAL fueron subclonadas
como fragmentos Notl en el vector binario pART27 (Fig.M11) e introducidas

en Agrobacterium tumefaciens cepa LBA4404.
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DART27
(10.9%kb)}

T™n7
Spn/Sta Ball

Fig. M11. Mapa del vector pART27: Origen de replicacion RK2 para la
replicacion en E. Coli y Agrobacterium, origen de replicacion ColEI RK2 de
alto numero de copias y gen de resistencia Espectinomicina/Estreptomicina
para la seleccién en bacterias (Andrew 1992).

2.3.2.3. Localizacion subcelular

Para los estudios de localizacién subcelular de LeNHX2, 3 y 4 se
realizd una fusion de las construcciones génicas correspondientes a cada uno
de los transportadores con la secuencia que codifica la proteina GFP. En el
caso de los genes LeNHX3 y LeNHX4 hemos utilizado vectores basados en la
tecnologia Gateway. En el caso de LeNHX2 hemos utilizado vectores
convencionales

La construccion LeNHX2::GFP se generd a partir de una variante del

gen GFPmutl con la fluorescencia aumentada y optimizada para su
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traduccion en células eucariotas (Cormack et al 1996). Las secuencias
codificantes del extremo C-terminal de LeNHX2 y N-terminal del
polipéptido GFP fueron modificadas por PCR usando oligonucledtidos
LeNHX2-Not: 5-CCA CCG CGG CCG CCG TGG CCG TCA TAA CCA GC-

3" y GFP-Not: 5-GCT GGC GGC CGC GGT GGG TGA GAA GGG CGA

GGA GGT G-3’ (los sitios de reconocimiento de Notl aparecen subrayados).
La digestion por Notl de las secuencias amplificadas y su subsiguiente
ligacion generaban una fusion de GFP al extremo C-terminal de LeNHX2 en
el marco de lectura adecuado. La construccion LeNHX2::GFP se clond en el
vector pGreen-35S, para llevar a cabo transformacion transitoria
(http://www.pgreen.ac.uk).

Para la localizacion subcelular de LeNHX3 y LeNHX4 utilizamos el
vector p2GWF7 (Karimi et al 2005) (Fig. M12), que permite llevar a cabo
experimentos de localizacion transitoria en células vegetales. Este vector
contiene el promotor 35S del virus de mosaico de la coliflor, el gen egfp
(GFPmutl, Cormack et al 1996) que codifica una proteina fluorescente que se
fusiona con la proteina de interés en el extremo C-terminal, dos sitios de
recombinacion tR, attR1 y attR2, para una eficiente recombinacion con un
attL-flanked Gateway® entry vector y un gen de resistencia a ampicilina para la
seleccion de las células transformadas con la construccion. Las
construcciones  obtenidas se  designaron  p2GWEF7,0/LeNHX3 vy
P2GWEF7,0/LeNHX4.
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Fig. M12. Mapa del vector p2GWF7,0 (Karimi et al 2005
http://www.psb.ugent.be/gateway/)

Ademas, se utilizo el vector de expresion p2FGW7 (Fig. M13), que
también porta construcciones que codifican la proteina egfp, que en este caso

se fusiona con el extremo N-terminal del transportador.
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2.4. Estudios de expresion de antiportadores LeNHXs en plantas

Se ha ensayado la expresion de los distintos genes LeNHX

identificados por técnicas basadas en analisis por PCR. Por un lado, se ha

determinado la expresion de los antiportadores LeNHX en diferentes tejidos
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por RT-PCR utilizando ARN aislado de raiz, tallo, hoja y flor de plantas de
tomate. Por otro lado, hemos realizado un estudio mas preciso de los
cambios inducidos por el estrés salino en los niveles de expresién de estos
antiportadores en plantas de tomate sensibles y tolerantes a la salinidad

utilizando la técnica de PCR a tiempo real.

2.4.1. Determinacion de la expresion en distintos tejidos por RT-PCR

Se extrajo ARN de raiz, tallo, hoja, flor y fruto de tomate (Solanum
lycopersicum, cultivar PE-73), segin se ha descrito en el apartado 2.2.1. Para
los experimentos de retrotranscripcion se partio de 1 ug de ARN vy se utiliz
enhanced avian HS RT-PCR kit (Sigma) que permite sintetizar una hebra de
cDNA a partir del ARN total extraido, utilizando random nonamers
(cebadores que se unen al azar al ARN) y la enzima transcriptasa inversa de
virus de la mieloblastosis de ave (AMV-RT). Previo a la reaccion de
retrotranscripcion, se incub6 1 ug de ARN total con 0,5 mM de cada uno de
los dNTP’s (dATP, dCTP, dTTP y dGTP) y 3,5 uM de los cebadores random
nonamers durante 10 min a 77 °C. Tras un breve enfriamiento en hielo, se
anadié tampon de la reaccion AMV-RT (50 mM Tris-HCl pH 8,3, 40 mM KCl,
8 mM MgCl;, ImM DTT), 0,25 U/ul de inhibidor de RNAsas y 0,5 U/ul de
AMV-RT, en un volumen total de 20 ul. La reaccion se llevé a cabo durante
50 min a 42 °C. A continuaciéon se determind la presencia de los genes
LeNHX1, 2, 3 y 4 en las distintas preparaciones de cDNA mediante analisis

por PCR (apartado 2.1.1.), utilizando los cebadores descritos en la Tabla M11.
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Tabla M11. Cebadores utilizados para el analisis por PCR de la expresion
de LeNHX1, 2, 3 y 4 en distintos tejidos de plantas de tomate.

CEBADORES SECUENCIA
LeNHX1 forward | 5-TGCTTTTGCAACACTCTCATTT-3’
LeNHXI1 reverse |5-AAACCAGATGGTCGTACAGGAT-3
LeNHX2 forward | 5-GCTTTAGTGTTTGGGGAATCTG-3’
LeNHX2 reverse | 5-CCAAATATGCACAACCAAACAC-3
LeNHX3 forward | 5-GGATGAAACACCCTTACT-3’
LeNHX3 reverse | 5-AAGCTAATCCTCTCCTCC-3’
LeNHX4 forward |5-CTATTTGAGTGGGATTCT-3’
LeNHX4 reverse | 5-TGTGGTGGCAGCAGGAGACTTA-3

2.4.2. Determinacion de los niveles de expresion de transportadores
LeNHXs en especies de tomate sensible y tolerante al NaCl por PCR en
tiempo real

Se 1levo a cabo una extraccion de ARN de raiz, tallo y hoja de Solanum
pimpenifollium y Solanum lycopersicum cv. Volgogradski, segin se ha descrito
en el apartado 2.2.1. Con el ARN extraido se realiz6 una RT-PCR utilizando
enhanced avian HS RT-PCR kit (Sigma), segun el protocolo descrito en el
apartado 2.4.2. A continuacion, se realiz6 la reaccién de PCR a tiempo real de
acuerdo a la metodologia indicada en el apartado 2.1.18., utilizando 1 ul de
cDNA de una diluciéon 1/10 para el gen problema y 1/100 para el gen de
referencia y cebadores especificos de cada uno de los genes (Tabla M12).

Como gen de referencia se uso el ribosémico 18S.
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Tabla M12. Cebadores utilizados en los ensayos de PCR a tiempo real para
cuantificar los niveles de expresion de los genes LeNHXs en especies de
tomate tolerante y sensible a la salinidad

PRIMERS SECUENCIA
LeNHX1 forward 5-GACAGTCCTGGAAAATCT-¥
LeNHX1 reverse 5-GGTTATCAGCCCAAACACC-3
LeNHX2 forward 5-CCTTTGAGGGGAACAATGG-3
LeNHX2 reverse 5-CATCTTCATCTTCGTCTCC-3’
LeNHX3 forward 5-CTCAAGAGTCACCACCAAGCA-3
LeNHX3 reverse 5-CCAACCAAAACAAGACCCAACA-3
LeNHX4 forward 5-TGGTGGGCAGGTTTGATGAGAG-3
LeNHX4 reverse 5-TGTGGTGGCAGCAGGAGACTTA-3

18S forward 5-AAAAGGTCGAGCGGGCT-3

18s reverse 5-CGACAGAAGGGACGAGAC-3

2.5. Caracterizacion funcional de los antiportadores en levadura

Para llevar a cabo los estudios de complementacion de ScNHX1 y
ScKHA1 se utilizaron las cepas WX1, AXT3 y AXT4 de Sacharomices cerevesiae
(Tabla M4) transformadas con los pldsmidos para la expresion de los
antiportadores en levadura (Tabla M9). Todo el proceso se llevo a cabo

siguiendo la metodologia descrita en el apartado 1.2.3.

2.5.2. Disrupcion de ScCKHA1

Para determinar si los genes LeNHX complementan alguno de los
fenotipos causados por la disrupcién de SCKHA1, se construy6 a partir AXT3
la cepa AXT4 con una disrupcion en el gen ScKHA1 (AENA1-4, Anhal,

Anhx1, Akhal). Para ello se llevo a cabo la fusion por PCR de las secuencias
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que flanquean a KHA1, con un cassette de disrupcion que contiene el gen de
resistencia a Geneticina. Se realizé una PCR usando como molde el plasmido
pUGS6, que contiene el mdédulo de disrupcidon loxP-kanMX-loxP, con los
cebadores 5-ATG GCA AAC ACT GTA GGA GGA ATT CTG TCG GGT
GTA AAT CCG TTC GTA CGC TGC AGG TAG AC -3'(forward) y 5-TTA

TTC AGA CGA AAA ATG GTG CAC AAT AAG GGT GTC AAA ACG GCA
TAG GCC ACT AGT GGA-3" (reverse) (La secuencia de pUG6 esta

subrayada), de acuerdo con Maresova y colaboradores (2005). Con el
producto de la PCR se transformo la cepa AXT3, en la cual se produce una
recombinacion homologa que da como resultado la deleccién de KHA1 y la
integracion simultdnea del gen marcador. Los mutantes positivos se
seleccionaron en placas de YPD suplementadas con Geneticina®(200 ug/ml).
Se comprobo la disrupcion en la cepa AXT4 por PCR, utilizando ADN
gendmico y los cebadores 5-CAT TTG ATGCTT GAT GA-3" y 5-TGA TAT
ATG GTC TCT GGG-3'.

2.5.3. Determinacion del crecimiento por el método de goteo (Drop test)

Se analizé mediante drop test la capacidad de las distintas cepas de
levadura para crecer en medios suplementados con NaCl, KCI, Higromicina
B y en medios con distinto pH. Para ello, se cultivaron 3 ml de un inoculo de
las distintas cepas en medio selectivo SD hasta alcanzar una DO a 660 nm de
aproximadamente 1,0. Se realizaron entonces diluciones 1, 1/10, 1/100 y
1/1000 con agua destilada, sembrandose una alicuota de 5 ul de cada una de

las diluciones en medios YPD/YPG, APD/APG o SD/SG suplementados con
157



Materiales y Métodos

NaCl, KCI o Higromicina B. Después de tres a cuatro dias de cultivo a 28 °C,

las placas eran fotografiadas.

2.5.4. Aislamiento de microsomas

Se aislaron membranas microsomales de levaduras transformadas con
los antiportadores de tomate. Estas membranas se utilizaron para llevar a
cabo estudios de inmunodeteccion y para purificar las proteinas
antiportadoras, utilizando para ello sistemas de deteccion de la cola de
histidinas asociada al extremo C-terminal de los antiportadores.

Se parti6 de levaduras cepa AXT3 transformadas con los
antiportadores provistos de una cola RGSH(10) en el vector pYES-DEST52.
Para los experimentos de purificacion de proteinas, se inoculd 10 ml de un
precultivo saturado preparado en medio selectivo SD, en 10 1 de medio APG
suplementado con Adenina (30 ug/ml), y se cultivé durante dos dias a 28 °C,
hasta alcanzar una DO a 660 nm de aproximadamente 0,6-1,0 (equivalente a
unos 30-50 g de peso fresco de levaduras).

Las células se sedimentaron por centrifugacion a 2500 g durante 5
minutos. El sedimento obtenido se lavd con agua destilada fria y se volvio a
centrifugar. Las células se resuspendieron en 200 ml de una mezcla fria de 0,2
M Tris HCI pH 8,0; 150 mM KCI; 15 mM EDTA-Naz pH 8,0; 10 mM DTT y 1
ml de cocktail inhibidor de proteasas (50 mg/ml AEBSF, 1 mg/ml Pepstatina
A, 1 mg/ml Bestatina, 0,5 mg/ml E64, 1 mg/ml Fenantrolina). Las células se
transfirieron a un homogenizador beadbeater (Biospec) al que se adicionaron

bolas de vidrio de 425-600 um de didmetro (Sigma) hasta cubrir las aspas.
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Las células se rompieron mediante tres pulsos de 45 segundos cada uno, con
un intervalo de un minuto entre ellos. El homogenado se centrifugd 15
minutos a 2500 g, obteniéndose un sobrenadante que se volvio a centrifugar
a 100000 g durante 35 minutos. El sedimento resultante se resuspendié en 25
ml de una solucion de Glicerol al 20 %; 0,1M Tris-HCI pH 7,5, 0,1 mM EDTA-
Naz; 0,1 mM DTT, 0,15 M KCl y 25 pl del cocktail de inhibidores de proteasas
(Sigma). Se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones, obteniéndose
un sedimento que se resuspendié en 10 ml de la mezcla antes descrita y se
almacené a -80 °C hasta su uso. Todo el proceso de aislamiento de

membranas microsomales se llevo a cabo a 4 °C

2.5.5 Purificacidn de proteinas

Las proteinas LeNHX etiquetadas con una cola de 10 histidinas
(RGSH10) se purificaron a partir de microsomas de células transformadas
con los genes de tomate, mediante cromatografia de afinidad en columna de
Ni?.

Para la purificacion, las proteinas microsomales se solubilizaron con el
detergente Dodecil Maltésido. A 10 ml de fraccibn microsomal
(aproximadamente 80 mg de proteina) se le adicionaron 90 ml de tampon de
solubilizaciéon (Tabla M13), se agito durante 30 minutos a 4 °C,
centrifugandose a continuaciéon a 100000 g durante 30 minutos. Al
sobrenadante resultante se le afadi6 2 ml de una suspension de Ni-NTA,
dejando la mezcla en agitacion suave en un balancin durante toda la noche a

4 °C para favorecer la unién de las proteinas al Ni*. Al dia siguiente, el
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conjunto se transfirié a una columna de polipropileno, con un didmetro de

0,5 cm y se dejo eluir el tampon por gravedad para empaquetar la resina en

la columna. Se lavd la columna con 8 ml de cada uno de los tampones de

lavado en orden creciente con respecto a la concentracion de imidazol (desde

20 a 100 mM) para reducir la unién de proteinas contaminantes a la resina de

Ni2* (Tabla M13).

Tabla M13. Soluciones utilizadas para la purificacion de proteinas LeNHX

por cromatografia de afinidad.

KH2PO4/NaCl 55,5 mM/ 50 mM/ 50 mM/ 50 mM/ 50mM/ | -
pH 6,63 555,5 mM 500 mM 500 mM 500 mM 500 mM
Imidazol-POs 11,1 mM 20 mM 50 mM 75 mM 100 mM 500 mM
pH 7,42
Glicerol 22 % 10 % 10 % 10 % 10 % 20 %
Dodecil 0,55 % 0,075 % 0,075 % 0,075 % 0075% | -
Maltésido
BIP-MES |  — | | | | e 25 mM
pH7,5
PMSF | = - 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM
Pepstatina A | - 3 uM 3 uM 3uM 3 uM 3uM
cocktail 02% | - | | e e e
inhibidor de
proteasas
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Las proteinas unidas a la resina se eluyeron con 500 mM de imidazol,
en fracciones de 450 pl. Se comprobd la pureza de las proteinas por
electroforesis en SDS-PAGE de alicuotas de 5 pl de las fracciones recogidas.

En general la proteina purificada se eluy¢ en las fracciones 2, 3 y 4.

2.5.6. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Se resuspendid de 5 a 25 pg de proteinas microsomales o de 1 a 5 ng
de proteinas purificadas en 100 mM Tris-HCI pH 8,0 conteniendo SDS al 1%,
glicerol al 2%, 10 mM DTT, azul de bromofenol al 0,00125 %, 4 mM PMSF y
100 pg-ml! quimostatina, incubandose la mezcla durante 30 min, a 30 °C. La
separacion de las proteinas solubilizadas se llevo a cabo en geles 10 % de
poliacrilamida utilizando un equipo Mini-Protean-3™ de Bio-Rad para geles
de 8 x 7 cm y 1 mm de espesor (Laemmli 1970). La electroforesis se llevo a
cabo a temperatura ambiente y a voltaje constante (100 V). Para el analisis del
perfil protéico, los geles se tifieron con Azul Coomassie o Ruby Protein Gel
Stain (Biorad). Para los estudios de inmunodeteccidon, las proteinas se
electrotransfieron desde los geles de poliacrilamida a membranas de

nitrocelulosa.

2.5.7. Tincidn de proteinas separadas por electroforesis

La visualizacion de las proteinas separadas por SDS-PAGE se ha
llevado a cabo mediante tincién con Azul Coomassie o con el SYPRO®Ruby
Protein Gel Stain (Biorad). En el caso de tincién con Coomassie, los geles se

fijaron y tifieron directamente con Coomassie Brillant Blue R al 0,25 % (p/v)
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en metanol: dcido acético: agua (40:10:50, v/v/v), durante 1-2 h en agitacion, y
se destifieron durante 3-5 h con metanol: acido acético: agua (40:10:50, v/v/v).
En el caso de tincion con SYPRO, los geles se fijaron durante 30 minutos en
metanol al 10% y acido acético al 7%, y se tifieron durante al menos 4 horas
en oscuridad con 50 ml de solucidn de tincion. Tras dos lavados con metanol

al 10% y acido acético al 7% se visualizaron las bandas a la luz ultravioleta.

2.5.8. Electrotransferencia e inmunodeteccion

Las proteinas separadas mediante SDS-PAGE se transfirieron a
membranas PVDF (fluoruro de polivinilideno) en un equipo Mini trans-blot
de BioRad, a voltaje constante (100V) durante 90 minutos, a 4 °C y utilizando
como tampdn de transferencia 10 mM CAPS pH 11, suplementado con
metanol hasta una concentracion final del 10 % (Towbin et al 1979). A fin de
visualizar el grado de transferencia, las membranas PVDF se tifieron con rojo
Ponceau (0,1 %), previamente a la incubacién con los anticuerpos.

Tras la electrotransferencia, las membranas PVDF fueron incubadas
durante 1,5 horas en 10 ml de tampon de bloqueo (150 mM NaCl, leche en
polvo desnatada al 2,5 %, 20 mM Tris-HCI pH 8 y Tween 20 al 0,05%). A
continuacion, la membrana fue incubada en 5 ml de tampon de bloqueo al
que se anadio6 1 pl del anticuerpo primario, incubandola toda la noche a 4 °C
y en agitacion suave. Se utilizd6 un anticuerpo monoclonal producido en
raton frente al epitopo RGS(H)4 presente en la cola de histidinas de las
proteinas. Tras la incubacion con el anticuerpo primario, los filtros PVDF

fueron sometidos a 3 lavados sucesivos de 5 minutos con el tampdn de
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bloqueo e incubados durante una hora y media con 10 ml del mismo tampon
al que se habia afiadido 5 pl de anticuerpo secundario (anti IgG de raton)
ligado a la enzima fosfatasa alcalina. Tras 5 lavados de 5 minutos con el
tampon de bloqueo, para eliminar los restos de anticuerpo secundario, y dos
lavados en el tampdn de revelado de la reaccidon de la fosfatasa alcalina (0,1
M Tris, 0,1 M NaCl, 5 mM MgCl), se procedié al revelado de la reaccion
enzimatica utilizando como sustratos cromogénicos NBT (nitro blue

tetrazolium) y BCIP (sal p-toluidina de 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato).

2.5.9. Reconstitucion en liposomas

La actividad de los antiportadores purificados se determind tras
reconstituir éstos en membranas artificiales. Para ello, las proteinas
purificadas se mezclaron con lipidos (asolectina) y el conjunto se solubilizo
con el detergente octil-glucdsido. A continuacion, el detergente se elimind
por filtracion en gel utilizando columnas (spin-colums) de Sephadex G-50. Se
obtuvieron asi proteoliposomas con aproximadamente 50 nm de didmetro,
constituidos por una bicapa lipidica en la que estan insertadas las proteinas
(Venema et al 1992). Para la reconstitucidon se prepararon dos spin-columns
utilizando jeringas de 2 ml con lana de vidrio en uno de los extremos. El
Sephadex G-50 se hidratd en tampon de reconstitucion (10 mM BTP-Mes pH
7,5; 25 mM (NH4)250s, glicerol al 20 %) durante al menos 12 horas, y se
transfirid a las columnas. Una vez empaquetado el polimero en la columna,
ésta se centrifugo durante 5 min a 180 g para eliminar exceso de tampon. Una

de las dos columnas se precargd con 2,5 mM piranina-BTP, pH 7,4, en
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tampon de reconstitucion. Se prepar6 una suspension de 30 mg de asolectina
(L-a-fosfatidilcolina) en 1 ml de tampon de reconstitucion agitando durante 5
min en presencia de Argédn para evitar la oxidacién de los lipidos. Se
mezclaron 5 ng de proteina purificada, 38 ul de liposomas (1140 ug de
asolectina), 11 pl de 25 mM piranina-BTP y tampon de reconstitucion hasta
un volumen de 104 pl. Bajo agitacion se afiadio 5,75 pl de Octil Glucdsido 1M
para solubilizar la muestra, dando lugar a la clarificacion de la misma. La
mezcla solubilizada se cargd en la columna precargada con piranina, y se
dejo6 entrar en la resina por gravedad durante 5 minutos. A continuacion, la
columna se centrifugd durante 5 min a 180 g. Mientras que la piranina no
encapsulada y el detergente se retenian en la parte superior de la columna,
los proteoliposomas con piranina encapsulada se recogian en el eluido. Se
anadio 100 mg de Biobeads (SM-2; Bio-Rad) en 200 ul de buffer de
reconstitucion al eluido y se agité durante 30 minutos a 4 °C para eliminar
restos de detergente. Finalmente, los proteoliposomas se centrifugaron
nuevamente a través de la segunda columna de Sephadex G-50, para

eliminar restos de piranina no encapsulada.

2.5.10. Medida de la actividad de los antiportadores

La actividad de los transportadores purificados y reconstituidos en
liposomas se determind en base a la velocidad de alcalinizacion de las
vesiculas inducida por la adicidon de cationes monovalentes en el exterior. El
pH en el interior de las vesiculas se midié con la sonda fluorescente piranina

(Acido 8-hidroxi-1,3,6 trisulfénico), encapsulada en los proteoliposomas. Las
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medidas se realizaron en un espectrofluorimetro modelo (QM2000, Photon
Technology Internacional, Sussex, UK) con agitacion y a 25 °C, diluyendo 100
ul de proteoliposomas en tampon de reconstitucion en 2 ml de tampon de
reaccion (20 mM BTP-Mes, glicerol al 10%).

La sonda fluorescente piranina contiene un grupo hidroxilo con un
pK de 7,2. La compleja estructura de la molécula de piranina da como
resultado un espectro de absorbancia/excitacidon con diferentes maximos. La
fluorescencia a una Aeitacsn de 404 nm aumenta cuando las vesiculas se
acidifican, mientras que la fluorescencia a una Aexctacisn de 463 nm disminuye,
con un punto isosbéstico a 419 nm (Fig M14). Puesto que I e i3 varian de
manera opuesta con respecto a los cambios de pH, la variacion de la razén
entre estos dos valores de intensidad de fluorescencia (ls3/ls04) permite una
estimacion mads sensible de los cambios de pH. Ademads, esta razon
solamente depende de las propiedades fisicas de la sonda y no de su
concentracion o de las caracteristicas del espectrofluorimetro, por lo que
proporciona medidas mas reproducibles.

La asociaciéon de protones con la piranina depende del pH y se

describe con la formula:

PirH = (Pir.H*)/Kd (1)

donde Pir- y PirH son las concentraciones de las formas ioinizadas y

protonadas de piranina, respectivamente y Kd la constante de dissociacion.
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La fluorescencia a 10s Aexcitacion de 404 y 463 nm depende de la suma de la

fluorescencia de las dos formas a de piranina segun:

Fa0s=Cpir-4* Pir + Cpirt*™.PirH (2)
Fa63=Cpir-463 Pir+Cpirti®®3. PirH 3)

En que Fa: y Fiss es la fluorescencia a una Aexctcion de 404 y 463 nm
respectivamente, Cpir-* y Cpirn®™ son coeficientes proporcionales de la
fluorescencia a 404 nm de la forma ionizada Pir y protonada PirH, y Cpir-4y
Cpirtr®® ]a fluorescencia a 463 nm de la forma ionizada Pir- y protonada PirH.
Combinando las ecuaciones 1,2 y 3 e introduciendo la razon de fluorescencia

R, Fas3/Fans se llega a la féormula:

H*= Kd.((Rmax-R)/(R-Rmin))(Fpyr-404/Fpyrtiraos)  (4) (Grynkiewizc et al 1985)

En que R es el valor de la razén de fluorescencia Isss/Isos,
Rmax es el valor maximo de esta razon en condiciones alcalinas, Rmin el
valor minimo en condiciones acidas. La relacién entre el pH y la razén de la

fluorescencia viene dada por:

pH =pK+Log(Fpyr-104/Fpyrtiras)+Log(Rmax-R)/(R-Rmin)
pH=pK’+Log(Rmax-R)/(R-Rmin)
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Esta ultima ecuacion demuestra que el pH y el logaritmo de (Rmax-
R)/(R-Rmin) tienen una relacion lineal con pendiente 1. Experimentalmente

se observa que este valor estd en relacion lineal con el pH a valores de 5,5 a

7,5 (Fig M14 B).
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Fig M14. Relacion entre la fluorescencia de la piranina y el pH (0,25 pM
piranina en 20 mM BTP-MES y glicerol al 10%). La emision de fluorescencia
se midid a 511 nm. En A se muestra el valor de la fluorescencia en funcion
del pH a 404 nm y a 463 nm, dividido por el valor obtenido a 419 nm (punto
isosbéstico). En B se muestra la relacion lineal entre el logaritmo de (R-
Rmin)/(Rmax-R) y el pH.
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Para estimar el pH en el interior de las vesiculas a partir de la
fluorescencia de la piranina, se equilibrd el pH del interior de las vesiculas
con el pH del medio de reaccion (BTP-Mes 20 mM, glicerol 10%). En este caso
los proteoliposomas se diluyeron en presencia de (NH4):SO4 para evitar un
desequilibrio entre pH interior y exterior de las vesiculas y se afiadid el
ionoforo gramicidina (1 pM) para facilitar un ajuste rapido de las
concentraciones idnicas y del pH entre el interior y el exterior.
Posteriormente, se modifico el pH del medio afiadiendo alicuotas
concentradas de H2SO4 0 NaOH para determinar Rmax y Rmin, permitiendo
el calculo del pH en los proteoliposomas a partir de la razon de fluorescencia
a 404 y 463 nm.

Origininalmente, en el ensayo de la actividad antiporte cation/proton
se utilizaba la actividad H*-ATPasa para acidificar el interior de las vesiculas,
creando un gradiente de protones que energiza la reaccion de intercambio
catién/protén llevada a cabo por los antiportadores. Para aproximarnos a
esta situacion utilizamos el método del acid load, basado en la dilucién de una
base deébil como el NHs. Para crear un pH &cido en el interior de los
proteoliposomas sin cambiar el pH del medio exterior, se prepararon estos
proteoliposomas en presencia de (NH4):SOs. Puesto que el NHses libremente
permeable a través de la membrana lipidica, mientras que el NHs" es
impermeable, la dilucion de los proteoliposomas en un medio sin (NH4)2504
provoca un eflujo de NHs hacia el exterior, hasta que las concentraciones de
NHs en el exterior e interior se equilibran. El eflujo de NHs provoca un nuevo

equilibrio entre NHs* y NHs acorde con su constante de disociacion, donde la
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desaparicion de NHs se compensa con un aumento de la concentracion de H*
y una disminucién de NH4".

La Figura M15 muestra el espectro de excitacion con emision a 511 nm
obtenido diluyendo los proteoliposomas en ausencia (curva a) o presencia

(curva b) de (NH4)2SOs.
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Fig. M15. Espectro de excitacion de piranina (emision a 511 nm)
encapsulada en proteoliposomas diluidos en ausencia (a) o presencia (b) de
(NH4)2SOs en el medio externo. La dilucién sin (NH)2SOs provoca una
acidificacion del interior de las vesiculas.
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La calibracion de la senal de fluorescencia indica que el pH en el
interior de las vesiculas es 7,55 cuando no se aplica un gradiente de
(NH4)2SOs (curva b), y de 6,60 cuando se diluyen los proteoliposomas 20
veces en un medio sin (NH4)2SOs (Fig. M15).

Para iniciar la reaccidén de antiporte se anadieron sales de cloruro de
diferentes cationes, y se evalud el aumento de pH intravesicular con el
tiempo (ApH/At), como medida del flujo de protones catalizado por los
antiportadores. La actividad antiporte se calcul6 a partir de los cambios

iniciales en este valor. El flujo neto de protones Ju+net se determind como:

Jirkne=B.(V/A).dpH/dt (Rossignol et al 1982)

Donde B es el Buffer Strength al pH de medida, y V y A el volumen y
area de los proteoliposomas. Por esta razdn, la variacién inicial de pH
(ApH/At) esta linealmente relacionada con el flujo de protones. Como la
variacion inicial de log(Isss/ls04) es proporcional a la variacion del pH, la
determinacién del valor de log(lss/ls04) proporciona la posibilidad de evaluar
las actividades de los antiportadores sin necesidad de calibrar la sefial con el
pH.

Para evaluar la especificidad de la reaccion de antiporte se afadieron
sales de K*, Na*, Cs* y Rb*. Como control negativo se utiliz6 el catién
organico tetrametil amonio (TMA*), ya que es poco probable que el
antiportador pueda transportar este ion. Para evaluar la afinidad de los

antiportadores para el Na* o K* utilizamos distintas concentraciones de sales
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de K* o Na*. Al final de la reaccion se elimino el gradiente de protones

anadiendo sulfato de amonio.

2.6. Localizacion subcelular

La localizacion subcelular de las proteinas LeNHX2, LeNHX3 y
LeNHX4 se ha determinado mediante microscopia de epifluorescencia y
microscopia confocal en células de epidermis de cebolla transformadas de
forma transitoria con estos genes de tomate. Se utilizaron cuatro
construcciones: LeNHX2 clonado en pGreen-35S, LeNHX3 y LeNHX4
clonados en p2GWF7,0 y LeNHX4 clonado en p2FGW?7,0.

La transformacion transitoria de las células de epidermis de cebolla se
realizé mediante biobalistica, por bombardeo de las mismas con particulas
de oro que en su superficie tenian adheridas las construcciones génicas para

la sobreexpresion de LeNHX2, LeNHX3 y LeNHX4.

2.6.1. Preparacion de las particulas de oro, del ADN y del tejido vegetal

La preparacion del stock de particulas de oro se llevé a cabo siguiendo
el método de Kikkert (1993) con algunas modificaciones. En tubos eppendorf
a los que las particulas se adherian bien (TeknoKrama Ref. 7246.901) se
introdujeron 60 mg de particulas de oro y se afiadi6é 1 ml de etanol al 70 %. Se
agitd 10 minutos y se mantuvo a continuacion 15 minutos sin agitacion a
temperatura ambiente. Se centrifugd 1 minuto a 9500 g en centrifuga de

mesa y se lavd dos veces con 1 ml de agua estéril, dejando decantar entre los
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lavados y centrifugando 1 min a 9500 g. El sedimento obtenido se
resuspendié en 1 ml de glicerol al 50 % estéril. La concentracion final se
ajustd aproximadamente a 60 mg/ml y se almaceno a 4 °C. Antes del primer
disparo se sonicaron las particulas de oro durante 3 minutos con el fin de
evitar la formacion de grumos.

Se parti6 de células de E. coli transformadas con los vectores
mencionados, que se cultivaron en 50 ml de medio LB durante toda la noche
a 37 °C y agitacion de 300 rpm. Tras recoger las células por centrifugacion (5
minutos a 2500 g), se extrajo el ADN utilizando para ello el sistema Quantum
Prep Plasmid Midiprep Kit (Biorad). E1 ADN se eluy¢ de la columna en dos
pasos: el primero con 250 pl y, el segundo, con 350 ul de agua destilada.

Se utiliz6 aproximadamente 8 g de ADN en 20 pl de agua destilada y
se adiciond 30 ul de particulas de oro, previamente sonicadas durante 3
minutos. Tras agitar durante 10 seg, se adiciond 50 ul de 2,5 M CaCl: y se
volvio a agitar. Seguidamente, se adicioné 20 pl de 0,1 M espermidina,
volviéndose a agitar durante 30 seg. El conjunto se incubd en hielo 15
minutos, aplicindose posteriormente un pulso rapido de centrifugacion. Al
sedimento resultante se le afadieron 500 ul de etanol, se agitdé la mezcla
durante 30 segundos y seguidamente se incubd en hielo durante 5 minutos.
Tras un pulso de centrifugacidn, se obtuvo un sedimento al que se adicion6
200 pl de etanol, repitiéndose la incubacion en hielo y el pulso de
centrifugacion. Finalmente se obtuvo un sedimento que se resuspendi6 en 30

ul de etanol, manteniéndose en hielo hasta su uso.
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Para la transformacion se utilizaron cebollas grandes y frescas,
preferentemente la capa central. Con un bisturi estéril se cortdé una capa
cuadrada de unos 4 centimetros de lado, que a su vez se dividid en 4 partes
iguales. Con ayuda de una pinza millipore se retir6 un cuadrado de
aproximadamente 2 centimetros de lado, que se coloc6 en una placa con

medio MS conteniendo 2 % de sacarosa.

2.6.2. Bombardeo y microscopia de fluorescencia/confocal

Se wutilizd un sistema Biolistic PDS-1000-HE (BioRad, Munich,
Alemania), en el que se fijaron los siguientes pardmetros: discos de ruptura
de 1100 psi de presion, 8 mm de distancia a los microcarriers, 6 mm de
distancia a la pantalla de parada (stopping screen); 6 cm de distancia al tejido
diana. Se realizaron un total de cuatro disparos para cada construccion.
Después de bombardear se sellaron con parafilm las placas con medio MS
donde se habia situado el tejido vegetal y se incubaron de 24 a 36 horas a 28
°C en oscuridad.

Para visualizar la expresion transitoria de LeNHX3 y LeNHX4 se us6
un microscopio Zeiis Axioskop (Zeiis, Hamburg, Germany) equipado con un
set de filtros GFP (excitacion BP 450-490, Dicroico FT 510, emisién LP 515) y
un set de filtros RFP (excitacion BP 546/12, Dicroico FT 580, emisién LP 590).
Para visualizar la expresion transitoria de LeNHX2 se us6é un microscopio
laser confocal Leica TCS SL DMRE (Leica, Wetzlar, Alemania). Se obtuvieron
secciones Opticas de 0,5-2 um. Las sefiales de fluorescencia verde fueron

obtenidas usando una linea ldser de excitacion de 488 nm con senales de
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emision recogidas a 525+50 nm. Las senales de fluorescencia roja fueron
obtenidas usando una linea laser de excitacion de 543 nm con senales de

emision recogidas a 580+50 nm.

2.7. Caracterizacion del antiportador LeNHX2 mediante

sobrexpresion en plantas de Arabidopsis

Las semillas obtenidas de las plantas transgénicas fueron escrutadas in
vitro en medio MS suplementado con 50 mg.l! de higromicina. Para los
diferentes estudios realizados en este trabajo se utilizaron tres lineas
homocigoticas de la progenie T3 portadoras de una tnica insercion del
transgen. Ello se determind en base al estudio de la segregacién de la

resistencia a higromicina y al analisis por PCR.

2.7.1. Analisis de la presencia del transgen por PCR

La presencia de LeNHX2 en las plantas de Arabidopsis transformadas
se determin6 mediante PCR, utilizando ADN genomico extraido segin se ha
indicado en el apartado 2.1.18 y cebadores especificos de LeNHX2 (5'-CCT
TTG AGG GGA ACA ATG G-3' y 5-CAT CTT CAT CIT CGT CTC C-3),

seguin se ha descrito en el apartado 2.1.1.
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2.7.2. Analisis de fenotipos

Los fenotipos de las plantas transgénicas se evaluaron en las lineas
317, 243 y 357. Para cada linea se tomaron azar 5 plantas por cada uno de los
tratamientos salinos o de deficiencia en K y se determinaron los pesos fresco
y seco de raiz y parte aérea. Para la determinacion del peso seco, la raiz y

parte aéra de las plantas se secd en estufa a 80 °C durante 48 h.

2.7.3. Obtencion de microsomas

Se obtuvieron microsomas de raiz y parte aérea de plantas de
Arabidopsis  thaliana control y transformadas. El material vegetal se
homogenizd en mortero a razon de 4 ml tampon de homogenizacion por g de
peso fresco. Dicho tampon contenia 0,5 M sorbitol, 50 mM MOPS-KOH pH
7,6, 5mM EDTA, 5 mM EGTA, PVP 40000 al 1,5%, BSA al 0,5 %, 1 mM PMSF
y 1 mM DTT. El homogenado obtenido se filtré a través de 4 capas de gasa y
el extracto resultante se centrifugd a 12000 g durante 10 minutos,
obteniéndose un sobrenadante que se centrifugo a 120000 ¢ durante 35
minutos. El sedimento resultante, correspondiente a la fracciéon microsomal,
se resuspendié en tampdn de conservacion (sacarosa al 15 %, 10 mM Tris-
Mes pH 7,6, 1 mM EGTA, 25 mM KCl, 1,1 M glicerol, BSA al 0,2 %, 2 mM
DTT, 1 mM PMSF y 1 mg/l leupeptina y se congeld en nitrégeno liquido,
siendo posteriormente almacenado a -80 °C. Todo el proceso se llevé a cabo a

4 °C (Fig. M16).
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Fig. M16. Esquema de la metodologia seguida para la obtencion de
membranas microsomales de raiz y parte aérea de Arabidopsis.
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2.7.4. Purificacion de LeNHX2 a partir de las membranas microsomales e
inmunodeteccion

La proteina LeNHX2 fue parcialmente purificada a partir de la
fraccion microsomal de raiz y parte aérea de plantas de Arabidopsis thaliana
control y transformadas por cromatografia de afinidad en columna de Ni?*,
segun se ha descrito en el apartado 2.5.5, pero con algunas modificaciones.
Brevemente, una alicuota de 1 mg de proteina de membrana resuspendida en
2 ml de 100 mM Tris-HCl pH 7,5, glicerol al 20 %, 0,1 mM DTT y 0,1 mM
EDTA, se mezclé con 20 ml de tampdn de solubilizacién compuesto por 50
mM KH:POs: pH 7,4, 500 mM NaCl, 10 mM imidazol , glicerol al 20%, N-
dodecil-B-D-maltdsido al 0,5% y 40 pl de cocktail inhibidor de proteasas
(Sigma P8849), incubandose la mezcla 30 minutos a 4 °C en agitacion. El
material insoluble fue eliminado por centrifugacion a 30000 g durante 30
minutos. El sobrenadante se mezcld con 100 pl de resina Ni-NTA (Qiagen,
Chatsworth, CA, USA), incubandose toda la noche a 4 °C. La resina fue
después vertida dentro de una pipeta Pasteur sellada con lana de vidrio en el
extremo mas fino y prelavada con un gradiente de imidazol en fracciones de
400 pl conteniendo 20, 50, 75 y 100 mM de imidazol, pH 7,4, en 50 mM
KH:POs: pH 7,4, 500 mM NaCl, glicerol al 10%, n-dodecil-f3-D-maltésido al
0,075%, 2 pg/ml pepstatina y 0,2 mM PMSF. La proteina fue eluida
lentamente en 400 ul de 20 mM BTP-MES pH 7,4, 500 mM imidazol pH 7,4,
glicerol al 10%, 2 pg/ml pepstatina y 0,2 mM PMSFE. Para comprobar la

presencia de LeNHX2 en el eluido se realizd una electroforesis en gel de
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poliacrilamida con la fraccion recogida, en las condiciones descritas en el
apartado 2.5.6 y se llevo a cabo la inmunodeteccion de la proteina, segtin se
ha descrito en el apartado 2.5.7, utilizando un anticuerpo monoclonal que

reconoce el epitopo RGSH4.

2.7.5. Aislamiento de endomembranas en colchdn de sacarosa

Las membranas intracelulares se aislaron a partir de microsomas de
plantas de Arabidopsis que sobrexpresaban LeNHX2. Se prepar6 un colchén
de sacarosa constituido por 15 ml de sacarosa 35 % (p/p) en 10 mM Tris-Mes
pH 7,6, 1 mM EGTA, 25 mM KC], 1,1 M glicerol, 0,2 % BSA, 2 mM DTT, 1
mM PMSF y 1 mg/l leupeptina. Sobre este colchon se depositaron
aproximadamente 10 mg de proteina microsomal resuspendida en 2 ml de de
sacarosa 15 % (p/p) en el tampon anteriormente descrito y se centrifugo el
conjunto a 83000 g durante 1,5 h. Las vesiculas enriquecidas en
endomembranas se recogieron en la interfase 15 %-35 %, se diluyeron en 25
ml de 5 mM Tris-Mes pH 7,6, 0,3 M Sorbitol, 1 mM EGTA, 0,1 M KCl], 1 mM
DTT, 1 mM PMSF y 1 mg/l leupeptina y se centrifugaron nuevamente a
150000 g durante 30 minutos. El sedimento resultante se resuspendio6 en 0,5
ml de 0,3 M sorbitol, 5 mM Tris-Mes pH 7,6, 1 mM PMSF y 1 mM DTT,

congelandose en nitrogeno liquido y, posteriormente, a -80°C hasta su uso.

2.7.6. Medidas de la actividad antiportadora en vesiculas endosomales
La actividad antiportadora fue ensayada monitorizando la relajacion

de un gradiente de pH preestablecido creado por la accién de la V-H*ATPasa
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en la membrana de las vesiculas. Para ello, se resuspendio 100 ug de proteina
de membrana en 2 ml de medio de reaccidn, constituido por 5 mM BTP-Mes
pH 7,5, 50 mM TMA-Cl, 1 mM ATP-BTP pH 7,5, 300 mM Sorbitol y 1 pM
ACMA. La reaccion se inici6 con la adiccién de 3 mM MgSOs al medio, lo
que resultd en la extincion de la fluorescencia del ACMA, debido a la
generacion de un gradiente de pH (&cido en el interior) por la actividad H*-
ATPasa. Cuando el nivel de fluorescencia se estabilizd, se inicio la reacciéon
de antiporte mediante adicion de 50 mM K504 o Na:SOs al medio, dando
lugar a la recuperacion de la fluorescencia debido a la relajacion del
gradiente de pH como resultado del intercambio catién/protén. Al final del
experimento se disip6 el gradiente de pH por adiciéon de 0,5 pM Nigericina,
iondforo intercambiador de K* y H* o 0,5 uM Monensina, iondforo
intercambiador de Na* y H+. Las reacciones se llevaron a cabo en cubetas
desechables para evitar la contaminacion con los ionéforos. El total de
fluorescencia recuperada, medida como la diferencia entre la fluorescencia
minima y el nivel final de fluorescencia obtenido tras la adicion de iondforos,
se establecié como 100% de fluorescencia. La fluorescencia fue monitorizada
en una célula termoestable a 27 °C. Las longitudes de onda de excitacion y

emision fueron 415 y 485 nm, respectivamente.
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2.8. Caracterizacion del antiportador LeNHX2 mediante

silenciamiento génico en tomate

Los sistemas de silenciamiento génico o interferencia por ARN (RNAi)
son mecanismos de control de la expresion génica que estan presentes en
todos los organismos eucariotas. Distinguimos dos clases de silenciamiento
génico, el silenciamiento génico transcripcional (TGS) asociado a la
regulacion de transposones mediada por la metilacion del ADN en el nucleo,
y el silenciamiento génico post-transcripcional asociado a la regulacion de la
infeccion virica mediante la produccion de ARN de doble cadena en el
citoplasma (Vaucheret et al 2001). En un principio se consideraban dos rutas
separadas e independientes, pero posteriormente se demostré6 que
constituyen dos vias alternativas, aunque no excluyentes, de respuesta frente
a dos factores de estrés que afectan al genoma de las plantas: la integracion
estable de un ADN fordaneo en el ADN de la planta y la replicacion
extracromosdmica de un genoma viral.

En este trabajo hemos llevado a cabo el silenciamiento génico post-
transcripcional de LeNHX2, el cual debe reducir sustancialmente la
acumulacion de mRNA sin afectar a la transcripcion (Vaucheret et al 2001).

Se han utilizando construcciones hpRNA (self-complementary hairpin),
compuestas por un promotor y un terminador entre los que se inserta una

secuencia del gen diana inversamente repetida, de forma que el ARN
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transcrito hibrida consigo mismo formando una estructura en horquilla
(Watson et al 2005). Se ha comprobado que usando este tipo de
construcciones con brazos sentido y antisentido de 98-853 nucledtidos, es
posible silenciar genes en un gran nimero de especies vegetales (Wesley et al
2001). Ademas, se ha demostrado que la introduccion de un intron (ihpRNA)
entre las secuencias inversamente repetidas, provoca un aumento en el efecto
de silenciamiento.

Mediante el uso de ihpRNA se obtienen una serie de transformantes,
de los cuales algunos presentan un completo Knock-out del gen diana
enddgeno, y otros presentan niveles de expresion muy reducidos pero

detectables.

2.8.1. Analisis de la presencia del transgen por PCR

Para comprobar la presencia de la construccion para el silenciamiento
génico de LeNHX2, las 44 plantas de tomate regeneradas a partir de los
explantos de cotiledon transformados fueron analizadas por PCR. Para este
analisis se utiliz0 una pareja de cebadores especificos del plasmido
pKANNIBAL (5-CTT CAT TTC ATT TCC ACA-3, 5'- CCT CTT ACA CAT
CAT CAC TTC-3’) que se unen a ambos lados del inserto y amplifican un

fragmento de 839 pares de bases.

2.8.3. Analisis del nivel de silenciamiento
Para el andlisis del nivel de silenciamiento se llevo a cabo primero una

extraccion de ARN tanto de plantas silenciadas como de plantas no
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silenciadas segun se ha descrito en el apartado 2.2.1. A continuacién, se
realizé una RT-PCR utilizando enhanced avian HS RT-PCR kit (Sigma) segun
el protocolo descrito en el apartado 2.4.2. Posteriormente, se llevo a cabo la
reaccion de PCR a tiempo real de acuerdo al protocolo descrito en el
apartado 2.4.1., utilizando 1 pl de cDNA de una dilucion 1/10 para el gen
problema y 1/100 para el gen de referencia y cebadores especificos (Tabla

M14). Como gen de referencia se uso el ribosdmico 18S.

Tabla M14. Cebadores utilizados en las reacciones de PCR a tiempo real
para cuantificar el nivel de silenciamiento del LeNHX2.

PRIMERS SECUENCIA
LeNHX2 forward 5-CCTTTGAGGGGAACAATGG-3
LeNHX2 reverse 5-CATCTTCATCTTCGTCTCC-3’
18S forward 5-AAAAGGTCGAGCGGGCT-3
18s reverse 5-CGACAGAAGGGACGAGAC-3

2.8.2. Analisis de fenotipos

La evaluacion de fenotipos en plantas silenciadas de tomate se llevo a
cabo en plantas TO y T1 de las lineas 7, 11, 12, 14 y 44. En el caso de las
plantas T1 el andlis consistié en la determinacion de los pesos fresco y seco
de raices, tallos y hojas de plantas cultivadas en sistemas hidropdnicos en
presencia de 130 mM NaCl (apartado 1.3.6). Para la determinacion de los

pesos secos se procedid como se ha indicado en el apartado 2.7.2.
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Estudios previos realizados por investigadores del laboratorio donde
se llevd a cabo este trabajo habian permitido la identificacion de los genes
LeNHX1 y LeNHX2 de tomate y su posterior caracterizacion mediante
expresion heterologa en levadura (Venema et al, 2003). Sin embargo, estas
isoformas no constituyen los verdaderos ortélogos de la isoforma AtNHX1,
un antiportador (Na*,K*)/H* vacuolar, implicado en la resistencia a sal y
acumulacion de Na* en vacuolas (Apse et al 1999, Venema et al 2002). Por
esta razon, hemos continuado identificando isoformas de la familia NHX de
tomate y caracterizando los nuevos antiportadores. Por otra parte, hemos
profundizado en la caracterizacion funcional del transportador LeNHX2

mediante sobreexpresion en Arabidopsis y silenciamiento génico en tomate.

1. Identificacion de fragmentos de cDNA de tomate que codifican

transportadores ionicos de la familia NHX.

Se utilizo la base de datos del Institute for Genomic Research (Rockville,

MD) (http:// www.tigr.org) para buscar ESTs (Expressed Sequence Tags) de

tomate con homologia a antiportadores de tipo NHX, partiendo para ello de
las secuencias de AtNHX1-6, asi como de las de LeNHX1 y LeNHX2
anteriormente identificadas en nuestro laboratorio. Estos EST representan
secuencias parciales de cDNA, obtenidos a partir de la secuenciacion a gran
escala de clones individuales de genotecas construidas a partir de cDNA.

Mediante el programa BLASTX (http://ebi.ac.uk), que compara secuencias de
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aminoacidos con secuencias de nucleotidos traducidos en todos los cuadros
de lectura posible, se identificaron los ESTs EST554564, EST405060 y
EST553877, con homologia a las proteinas NHX (Tabla R1).

Tabla R1. Caracteristicas de los EST con homologia a los antiportadores
AtNHX1-6, LeNHX1 y LeNHX2.

405060 | cLEGGOMS ' 969 Pericarpo de
pBluescriptSKmCUadapt BE433982 fruto do tomate
553877 | cTOD18B1 : : 877 Flores de tomate
3 PBluescript SK() BI933938 en el estadio de
la antesis
cTOD20F15 , 670 Flores de tomate
554564 pBluescript SK(-) BI934675 en el estadio de
la antesis

1.1. Obtencion de cDNAs completos

Los clones de bacterias portando los cDNAs se obtuvieron de Clemson

University. En la secuencia EST554564 se pudo identificar la region 5
conteniendo la metionina de iniciacion, pero faltaba la region 3'. Puesto que
los cDNA's se construyen a partir de la regién 3’, la presencia de la region 5
en el EST hacia probable que el clon CTOD20F15 portando el vector con el
cDNA de este EST contuviera el cDNA completo. Sin embargo, no se

consiguio cultivar las bacterias portando este vector por lo cual fue imposible
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aislar y secuenciar el inserto. Estos resultados indican que la expresiéon de
esta isoforma resulta toxica en bacterias, lo que ya se ha observado para otros
sistemas de transporte de plantas y en especial para los antiportadores NHX
y SOS de Arabidopsis (F] Quintero y JM Pardo, comunicacidon personal). Por
esta razon, se determind la secuencia 3" por PCR interna o anidada utilizando
una genoteca de pelos radiculares, como se ha descrito en el apartado 2.2.3.1
de Material y Métodos.

De los clones cTOD18B13 y cLEGGIMS8 pudimos aislar los plasmidos
portando los ESTs y secuenciarlos. En el EST 553877 estaba presente la region
3’, pero no la 5’; mientras que el EST 405060 no contenia ni la region 3" ni la
5’. Sin embargo, estas secuencias no se detectaron en la genoteca de pelos
radiculares de tomate, indicando que los genes correspondientes no se
expresan en pelos radiculares. Por esta razon, ya que los ESTs representaban
secuencias obtenidas de genotecas de flor y fruto de tomate identificamos la
secuencia de la regién 5° del cDNA correspondiente a EST553877 y las
regiones 5" y 3" del cDNA correspondiente al EST405060 por RACE 5" y
RACE 3’ utilizando ARN aislado de flores de tomate.

Los cebadores especificos para obtener las secuencias completas de los
cDNAs se muestran en el Anexo I.

Hemos denominado LeNHX3 a la secuencia obtenida a partir de
EST554564. Después de la secuenciacion completa de los genes observamos
que EST553877 y EST405060 representan ESTs de distintas regiones del

mismo gen, que hemos denominado LeNHX4.
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Los ensayos funcionales con estos cDNAs, tanto los de
complementacion en levadura, como los ensayos bioquimicos de la actividad
de las proteinas, realizados como se ha descrito en los apartados 2.5.3 y 2.5.10
de Material y Métodos, indicaban que las proteinas eran poco activas.
Ademads, no se consiguidé determinar para algunos LeNHX la localizacion
subcelular de las proteinas de fusién con GFP en células de epidermis de
cebolla (Apartado 6 de Resultados). La baja actividad y las dificultades para
localizar las proteinas podrian ser debidas a errores en las secuencias
obtenidas, un problema que ha sido observado también con otros
antiportadores Na*/H* de plantas como AtNHX1, AtSOS1 (F] Quintero y JM
Pardo, comunicacién personal) y SISOS1 (A Belver, comunicacion personal).
La expresidn de estos genes en bacterias resulta altamente toxica y es posible
que, a pesar de utilizar pldsmidos en que la expresion de los genes esta
reprimida, en las bacterias se produzcan niveles bajos de expresion durante
el proceso de clonacion, dando lugar a mutaciones en los cDNAs. Por esta
razon hemos clonado 4 copias independientes del cDNA de LeNHX4.
Basdndonos en una secuencia consenso y comparando la traduccion a
aminodcidos con otros antiportadores NHX de plantas, hemos determinado
la secuencia correcta. Hemos reconstruido esta secuencia correcta
combinando secuencias parciales de dos clones independientes cortando con
enzimas de restriccion adecuadas y ligando los fragmentos. El cDNA de
LeNHX3 ha sido clonado dos veces a partir de la genoteca de pelos

radiculares, dando la misma secuencia en las dos ocasiones. Sin embargo, es
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posible que en el cDNA presente en la genoteca se hayan introducido
mutaciones durante el proceso de construccion de la genoteca.

Las secuencias completas de los genes y de los ESTs con su traduccion
a secuencias aminoacidicas, asi como los cebadores utilizados en las
reacciones 3’ RACE, 5’RACE y PCR anidada se adjuntan en el Anexo I.

Los cDNAs de LeNHX3 y LeNHX4 codifican proteinas de 537 y 536
aminoacidos respectivamente, y tienen todas las caracteristicas de
antiportadores tipo NHX (Fig. R1). Los genes clonados en este estudio
codifican proteinas que son mads cercanas a las proteinas AtNHX1 y 2, y
podrian constituir antiportadores (Na*,K*)/H* vacuolares en analogia a la
funcidon descrita para AtNHX1 y AtNHX2 (Fig. R2) (Venema et al. 2002,
Yokoi et al. 2003).

Fig. R1. (Pagina siguiente) Alineamiento de las secuencias de los
antiportadores NHX de Arabidopsis y tomate. Las secuencias de las
proteinas NHX de tomate y Arabidopsis se alinearon utilizando el programa
ClustalX 1.5b. Todas las secuencias contienen la region conservada LY-
LVFGE-V-NDA con un aspartato posiblemente implicado en el transporte
del cation y la regiéon FF---LPPIIF implicada en la inhibiciéon de estos
antiportadores por amilorida.
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AtSOS1

LeNHX2

AtNHX5

AtNHX6

AtNHX4

LeNHX1

AtNHX3

LeNHX4

— AtNHX1

O — AtNHX2

LeNHX3

Fig R2. Arbol filogenético de los antiportadores NHX de Arabidopsis y
tomate. El analisis filogenético se realizé con los programas PROTDIST y
NEIGHBOR de Phylip, utilizando la secuencia de AtSOS1 con poca
homologia a las secuencias NHX como outgroup. La visualizacion se realizo
con el programa TreeView.
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2. Estudio de la expresion de los transportadores NHX de tomate

2.1. Analisis de la expresion de genes LeNHX en distintos tejidos de la

planta

Se aisl6 ARN de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L, cultivar
PE-73) como se ha descrito en el apartado 2.2.1 de Material y Métodos. Para
determinar los niveles de expresion de los genes LeNHXSs en raices, tallos,
hojas, flores y frutos se realizo primero una RT-PCR a partir del ARN
aislado, wutilizando el kit “Enhanced Avian HS RT-PCR” (Sigma) v,
posteriormente, una PCR con el cDNA obtenido, utilizando los cebadores
descritos en la Tabla M11 (capitulo de Material y Métodos). Los resultados se
muestran la Fig. R3.

Los mayores niveles de expresion correspondieron al gen LeNHX3.
Mientras que LeNHX1, 2 y 3 se expresaban en todos los organos de la planta
estudiados, LeNHX4 se expresaba mayoritariamente en flor y fruto y era
apenas perceptible en raiz, lo que explica la no deteccion del cDNA
correspondiente a este gen en la genoteca de pelos radiculares utilizada en

este trabajo.
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1 2 3 4 5

LeNHX1

LeNHX2

LeNHX3

LeNHX4

Fig. R3. Expresion de antiportadores NHXs de tomate en distintos tejidos. 1-
Raices, 2-Tallos, 3- Hojas, 4-Flores y 5-Frutos.

2.2. Expresion de genes NHXs en cultivares de tomate con distinta
tolerancia al NaCl en respuesta a estrés salino y relacion con contenido

ionico.

La existencia de cultivares de la especie Solanum lycopersicum y de
especies silvestres de tomate como Solanum pimpinellifolium con distinto

grado de tolerancia a la salinidad estd bien documentada en la bibliografia
196



Resultados

(Nuez et al 1995, Bolarin et al 2001, Balibrea et al 2003, Cuartero 2006, Villalta
et al 2008). En general, las especies tolerantes tienen mayor capacidad que las
sensibles para acumular sodio y mantener altos niveles intracelulares de K.
Se ha demostrado que los antiportadores vacuolares NHX juegan un papel
en la acumulacion de Na* en respuesta a estrés salino (Apse et al 1999; Zhang
y Blumwald 2001; Zhang et al 2001; Ohta et al 2002; Wu et al 2004; Xue et al
2004; He et al 2005; Li et al 2006; Brini et al 2007; Li et al 2007; Rajagopal et al
2007; Verma et al 2007; Zhao et al 2007; Chen et al 2008; Liu et al 2008; Shi et
2008; Zhang et al 2008), lo que sugiere que la expresion diferencial de estos
antiportadores podria estar relacionada con la diferente tolerancia a la
salinidad observada entre especies y cultivares de tomate. Por ello hemos
comparado el efecto del estrés salino sobre el patron de expresion de genes
NHXs en Solanum pimpinelifolium, una especie silvestre y tolerante a la
salinidad y S Iycopersicon cv. Volgogradskij, una especie sensible. Estudios de
diferentes investigadores, comparando estas dos especies, han demostrado
que la especie silvestre tolerante acumula mas Na*, sobre todo en hojas, con
poco efecto sobre los niveles de K*, que eran mas altos en la especie sensible
(Nuez, 1995; Guerrier 1996).

Las plantas de tomate, cultivadas durante tres semanas en un sistema
hidroponico, se sometieron a dos tratamientos salinos (Apartado 1.3.6. de
Material y Métodos) y se determinaron los pesos fresco y seco y el contenido

ionico en raiz, tallo y hojas.

197


http://www4.fao.org/cgi-bin/faobib.exe?vq_query=A%3DNuez,%20F.&database=faobib&search_type=view_query_search&table=mona&page_header=ephmon&lang=eng
http://www4.fao.org/cgi-bin/faobib.exe?vq_query=A%3DNuez,%20F.&database=faobib&search_type=view_query_search&table=mona&page_header=ephmon&lang=eng

Resultados

En la Fig. R4 y en la Tabla R2 se observa que la inhibicién del crecimiento
provocada por 130 mM NaCl era mayor en la especie sensible que en la

tolerante al NaCl.

Fig. R4. Plantas de S. lycopersicum cv. volgogradsky (A) y S. pimpinellifolium
(B) no tratadas (izquierda) y tratadas 1 dia o 7 dias con 130 mM de NaCl.
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Tabla R2. Pesos fresco y seco de raiz, tallo y hojas de plantas de S.
lycopersicum cv volvogradski y S. Pimpinelifolium no tratadas y tratadas con
NaCl durante 1 y 7 dias. Los resultados se expresan en gramos por planta y
son media + desviacion estandar de 3 experimentos independientes.. Valores
seguidos de diferentes letras difieren significativamente. (Test de Duncan
P=0,05) PF, peso fresco; PS, peso seco

Sin tratar NaCl 1 dia NaCl 7 dias
c > Raiz PF 12,2+0,6a 11.4+0,6a 7,6+0,4b
g § PS 0,69+0,031 0,451+0,022n 0,361+0,018p
£ 5 |Tallo |PF | 6,603cde 5,5+0,3g 3,540,18i
§ _g’ PS 0,68+0,031 0,54+0,03m 0,143+0,007s
Z_N z Hoja PF 6,6+0,3cde 6,5+0,3de 5,2+0,3¢g
@ o PS 1,11+0,06j 0,90+0,04k 0,47+0,02n
c | Raiz PF 7,1+0,3bcd 7,3+0,4bc 6,3+0,3ef
% PS 0,262+0,013q 0,17+0,008r 0,162+0,008r
- "== Tallo |PF 4.53+0,23h 4,36+0,22h 4,47+0,22h
2 PS | 0,400,020 0,352+0,017p | 0,40+0,020p
£ |Hoja |PF 5,340,3g 5,7+0,3fg 5,6+0,3g
= PS | 0,57+0,03m 0,700,031 0,640,031

A medida que se prolonga el tiempo de exposicion de las plantas al
NaCl se observa que la especie tolerante acumula mas Na* que la especie
sensible (Fig. R5A). Ademas, la especie sensible mantiene niveles de K* mas
altos en tallo, pero mas bajos en raiz que la especie tolerante, sobre todo en

condiciones salinas (Fig. R5B).
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raiz tallo .
5,00 :

hojas

5 pimpinelifolium
- S lycompersicum cv velgogradskij

Sin tratamiento

24 horas

[ 7 dias

Fig. R5. Contenido de Na* y K* en raiz, tallo y hojas de plantas S.
pimpinelifolium y S. lycopersicum cv. volgogradskij cultivadas sin NaCl (C),
con 130 mM NaCl durante 1 dia (1d), o con concentraciones crecientes de
NaCl (50, 100 y 130 mM NaCl) durante 7 dias (7d). Los resultados se
expresan como porcentaje en relacion al peso seco y son media + desviacion
estandar de 3 experimentos Valores seguidos de diferentes letras difieren
significativamente. (Test de Duncan P=0,05)
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Se llevaron a cabo estudios de expresion de los genes LeNHX1, 2, 3y 4
en raiz, tallo y hojas de las plantas de tomate, mediante andlisis por PCR a
tiempo real, utilizando como gen referencia el ribosémico 18s (Figs. R6, R7,
R8 y R9). En todos los casos, los resultados se expresaron como incrementos
o disminuciones respecto a la expresion de LeNHXI1 en raices de S.
pimpinelifolium en ausencia de estrés, a la que se asigno el valor 1. Se llevaron
a cabo tres extracciones de RNA para cada tratamiento y dos reacciones de
RT-PCR por cada muestra de RNA. Los resultados obtenidos en estos
ensayos presentaron una desviacion tipica, respecto a la media, menor del
12%.

Cuando las plantas se someten a estrés salino de corta duracion (24
horas), se induce la expresion de LeNHX1 en todos los drganos de la especie
tolerante, mientras que en la especie sensible solamente se induce en hojas
(Fig. R6).En el caso de un estrés de larga duracion, la expresion de LeNHX1
aumenta tanto en la especie sensible como en la especie tolerante en raices y
tallos, pero no en hojas. Tanto en estreses cortos como largos el mayor grado
de induccion se aprecia en raices y en hojas de la especie tolerante lo que
indica que LeNHX1 podria estar implicado en la mayor tolerancia a sal y

acumulacion de Na®.
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LeNHX1

S pimpinelifolium
S lycompersicum cv volgogradskij

Sin tratamiento

24 horas

Bl diss

Fig. R6. Expresion relativa de LeNHX1 en raiz, tallo y hojas de S.
pimpinelifolium y S. lycopersicum cv volgogradskij, cultivadas sin NaCl, con
130 mM NaCl durante 24 horas y durante 7 dias a concentraciones salinas
crecientes (50, 100 y 130 mM NaCl). Los resultados son media + desviacién
estandar de 3 experimentos independientes. Valores seguidos de diferentes
letras difieren significativamente. (Test de Duncan P=0,05)

La expresion de LeNHX2 se induce por el estrés salino de 24 h o 7 dias
sobre todo en raiz y, en mucho menor grado, en tallo y hoja de la especie

tolerante, no observandose cambios significativos en la especie sensible (Fig.
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R7). La expresion de este gen podria estar relacionada con el mayor

contenido en Na* y K* en raices en la especie tolerante

LeNHX2

T—— S pimpinelifolium

- S lycompersicum cv volgogradskij

Sin tratamiento
24 horas

[ ] 7 dias

Fig. R7. Expresion relativa de LeNHX2 en raiz, tallo y hojas de S.
pimpinelifolium y S. lycopersicum cv volgogradskij cultivadas sin NaCl, con 130
mM NaCl durante 24 horas o tratadas 7 dias con concentraciones crecientes
de NaCl (50, 100 y 130 mM NaCl). Los resultados son media + desviacién
estandar de 3 experimentos independientes. Valores seguidos de diferentes
letras difieren significativamente. (Test de Duncan P=0,05)

Se observo también que el estrés salino de 7 dias inducia la expresion
de LeNHX3 en todos los tejidos tanto de la especie tolerante como de la

sensible, aunque la induccién en S. pimpinelifolium siempre fue mayor que en
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S. lycopersicum cv volgogradskij, lo que sugiere que LeNHX3 podria estar
implicado en la mayor tolerancia a la salinidad y en la acumulacién de Na*
en la especie tolerante (Fig. R8). El grado de induccion detectado era similar

en todos los tejidos.

LeNHX3

ab

o | o | o |
L9 | Lo} de L9 |

fgh fi ef h hi

k T 1

(=T S L

E—— S pimpinelifolium
= S lycompersicum cv volgogradskij

Sin tratamiento

24 horas

e 7 dias

Fig R8. Expresion relativa de LeNHX3 en raiz, tallo, y hojas de S.
pimpinelifolium y S.lycopersicum cv. volgogradskij cultivadas sin NaCl, con 130
mM NaCl durante 24 horas y tratadas 7 dias con concentraciones crecientes
de NaCl (50, 100 y 130 mM NaCl). Los resultados son media + desviacién
estandar de 3 experimentos independientes.Valores seguidos de diferentes
letras difieren significativamente. (Test de Duncan P=0,05)
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LeNHX4

15

10

5 +—— P
Bl _Ee el _Eeal. —

-r S pimpinelifolium
- S lycompersicum cv volgogradskij
ycomp gog J

Sin tratamiento
24 horas

[ 7 dias

Fig. R9. Expresion relativa de LeNHX4 en raiz, tallo y hojas de S.
pimpinelifolium y S. lycopersicum cv. volgogradskij cultivadas sin NaCl, con
130 mM NaCl durante 24 horas y tratadas 7 dias con concentraciones
crecientes de NaCl (50, 100 y 130 mM NacCl). Los resultados son media +
desviacion estandar de 3 experimentos independientes. Valores seguidos de
diferentes letras difieren significativamente. (Test de Duncan P=0,05)

La expresion de LeNHX4 se indujo en hojas, tanto por estrés de corta
como por estrés de larga duracion y fue mayor en la especie tolerante. En

tallo la expresion de esta isoforma disminuy¢ con el estrés salino, sobre todo
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en la especie tolerante. También en raiz, la expresion disminuyd tanto en la
especie tolerante como en la especie sensible por estrés de corta duracion.
Estos resultados podrian indicar un papel en el ajuste osmodtico mediante
acumuluacion de Na*® o K* en hoja, en respuesta a estrés de corta duracién

(Fig. R9).

3. Caracterizacion funcional de antiportadores LeNHXs en levadura

3.1. Estudios de complementacion

Los genes NHX de plantas pueden complementar el fenotipo de
sensibilidad a sal e higromicina causado por la disrupcion de SCNHX1 en
levadura (Gaxiola et al 1999; Quintero et al 2000; Yokoi et al 2002; Venema et
al 2003). Se ha demostrado que el gen SCNHX1 es idéntico a VPS44 (Vacuolar
Protein Sorting protein 44). La sensibilidad a higromicina, ademas de ser el
fenotipo mas evidente de la disrupcion de ScNHX1, es un fenotipo frecuente
entre los mutantes del tipo VPS, con defectos en el trafico y procesamiento de
proteinas entre compartimentos endosomales y vacuola y podria estar
relacionado con una deficiencia en la biogénesis de la vacuola, sitio de
posible degradacion del compuesto, o con una deficiencia en el tréafico

vesicular (Mukerjee et al 2006).
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Fig. R10. Crecimiento de células de S cerevesiae, cepas W303 y WX1 (Anhx1),
no transformadas y transformadas con las construcciones para la expresion
de los antiportadores LeNHXs con tag H6-V5, clonados en el vector pYES-
DEST52. El ensayo se realizd en presencia de distintas concentraciones de
higromicina B en medios suplementados con galactosa o glucosa. 1: Cepa
control W303; 2: WX1; 3: WX1 + LeNHX1; 4: WX1 + LeNHX2; 5: WX1 +
LeNHXS3; 6: WX1 + LeNHX4.

Para comprobar la complementacion de la sensibilidad a higromicina
por los genes LeNHXs hemos utilizado la cepa de levadura WX1 (Tabla M4,
Material y Métodos), con una disrupcion del antiportador ScNHXI1, y la
hemos transformado con los cDNAs de los antiportadores LeNHXs sin

codon stop clonados en el vector pYES-DEST52. La expresion de los cDNAs
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sin coddn stop en este vector da lugar a proteinas etiquetadas con una cola de
histidinas y el epitopo V5. Como control de estos ensayos, se utilizo la cepa
W303, que no presenta disrupciones. Tras un precultivo en medio SD
selectivo, se realizaron los ensayos droptests en medios YPD o YPG
suplementados con 0, 10 y 20 pg/ml higromicina B. Se observd que el
crecimiento de las células de la cepa WX1 era inhibido fuertemente en
presencia de higromicina B, mientras que las levaduras de la cepa W303
crecian a concentraciones de hasta 20 mg/ml de higromicina, tanto en medio
YPD como YPG (Fig. R10). Ninguna de las cepas transformadas con los
antiportadores de tomate creci6 en medio YPD suplementado con
higromicina, ya que la expresion de los antiportadores esta bajo control del
promotor GAL1 y, en consecuencia, sélo se indujo en medio YPG
conteniendo galactosa. En este medio YPG, solamente las cepas
transformadas con los cDNAs de LeNHX2 y LeNHX4 crecian en presencia de
higromicina B.

El efecto de la disrupcion de ScNHX1 sobre la tolerancia al NaCl es
mas dificil de demostrar. La tolerancia a la salinidad de la levadura, capaz de
crecer a concentraciones de NaCl hasta de 1M, se debe fundamentalmente a
la actividad de la ATPasa tipo P ENA1, responsable de la extrusion activa de
Na* y, en menor medida, a la actividad del antiportador de la membrana

plasmatica NHA1 (Quintero y col 2000).
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APD (Glucosa) APG (Galactosa)
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Fig. R11. Crecimiento de células de S cerevesiae, cepas ANT3 y AXT3 (Aenal-
4, Anhal, Anhx1) no transformadas y transformadas con las construcciones
para la expresion de los antiportadores LeNHXs con tag H6-V5, clonados en
el vector pYES-DEST52. El ensayo se realizd en presencia de distintas
concentraciones de NaCl en medio AP suplementado con galactosa o
glucosa. 1: Cepa control ANT3; 2: AXT3; 3: AXT3 + LeNHX1; 4: AXT3 +
LeNHX2; 5: AXT3 + LeNHX3; 6: AXT3 + LeNHX4
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Las plantas, a diferencia de levaduras, no se desarrollan en un medio
acuoso externo de gran volumen, por lo que adquiere gran importancia la
compartimentacion del exceso de Na* en vacuolas. No obstante, la disrupcion
de los sistemas de transporte ENA1 y NHAI1, dan como resultado una
levadura altamente sensible a sal que permite estudiar el efecto de SCNHX1 o
de los antiportadores de plantas sobre la resistencia a la sal. Por ello, hemos
utilizado la cepa de levadura AXT3 con disrupciones en los sistemas de
transporte ENAI1-4, NHA1 y NHX1 para realizar los estudios de
complementacién de la sensibilidad a NaCl en células transformadas con los
antiportadores de tomate. Como control hemos utilizado la cepa ANT3, con
dirupciones en ENA1-4 y NHAT. Tras un precultivo en medio SD selectivo,
se realizaron los ensayos droptests en medios APD o APG suplementados con
0, 20, 25 y 30 mM NaCl. Se observo que el crecimiento de la cepa AXT3 era
fuertemente inhibido en presencia NaCl. La expresion de los antiportadores
LeNHX2 y LeNHX4 confiere tolerancia a NaCl a esta cepa, ya que permitio el
crecimiento en medios suplementados con NaCl en presencia de galactosa,
necesaria para la induccion de la expresion de los antiportadores (Fig. R11).
También se observd que la expresion del antiportador LeNHX3 provocaba
un pequefo incremento en la tolerancia a sal.

Se ha demostrado que la disrupcion de SCNHX1 confiere sensibilidad
a altas concentraciones de KClI a la cepa AXT3, lo que estaria relacionado con
el papel de los transportadores NHX en la osmotolerancia y la acumulacion
de KCl en la vacuola (Venema et al 2003). Para comprobar el efecto de los

antiportadores de tomate sobre la tolerancia a altas concentraciones de KCl
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hemos realizado estudios de complementacion funcional, utilizando las
cepas ANT3 y AXT3, ésta ultima transformada con los antiportadores de
tomate. Se observé de nuevo que solamente los antiportadores LeNHX2 y

LeNHX4 confieren tolerancia a una concentracion elevada de KC1 (Fig. R12).

Glucosa (YPD) Galactosa (YPG)

KCI (mM)

1000

1234 56 1234 56

Fig. R12. Crecimiento de células de S cerevesiae, cepas ANT3 y AXT3 (Aenal-
4, Anhal, Anhx1) no transformadas y transformadas con las construcciones
para la expresion de los antiportadores LeNHXs con tag H6-V5 clonados en
el vector pYES-DEST52. El ensayo se realizd en presencia de distintas
concentraciones de KCl en medio YP suplementado con glucosa (YPD) o
galactosa (YPG). 1: Cepa control ANT3; 2: AXT3; 3: AXT3 + LeNHX1; 4:
AXT3 + LeNHX2; 5: AXT3 + LeNHX3; 6: AXT3 + LeNHX4.

211



Resultados

Ademas de SCNHX]1, existe otro antiportador intracelular de la familia
CPA en levadura, ScCKHA1, que ha sido localizado en la membrana del Golgi,
y que estaria implicado en el intercambio K*/H* y la tolerancia a un déficit de
K* en condiciones de pH alcalino (Maresova y Sychrova 2005). Este fenotipo
es solamente evidente en una cepa de levadura con disrupciones en los
transportadores ENA1-4, NHA1 y NHX1 (Maresova y Sychrova 2005). Se ha
demostrado que la expresion de algunas proteinas de la familia CHX de
plantas complementa el fenotipo causado por la disrupcion de ScKHA1
(Maresova y Sychrova 2006, Padmanaban 2007), pero no se ha estudiado el
efecto de la expresion de los antiportadores de la familia NHX.

Para determinar si los genes LeNHX complementan la sensibilidad a
un déficit de K* a pH alcalino causado por la disrupcién de KHA1, hemos
realizado estudios en la cepa AXT4 con disrupciones en los sistemas de
transporte ENA1-4, NHA1, NHX1 y KHA1 (Tabla M4, Material y Métodos),
transformadas con los antiportadores LeNHX1, 2, 3 y 4, y como control
células no transformadas de la cepa AXT3 (Fig R13). Se observo que la
expresion de los antiportadores de tomate no complementaba la disrupcion
de KHA1, ya que las cepas transformadas no crecian mejor que la cepa
AXT4. Solamente la presencia de KHA1 en la cepa AXT3 permite crecimiento

en ausencia de K*.
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Fig. R13. Crecimiento de células de S cerevesiae, cepas AXT3 y AXT4 (Aenal-
4, Anhal, Anhxl, Akhal) no transformadas y transformadas con las
construcciones para la expresion de los antiportadores LeNHX etiquetados
con H6-V5, clonados en el vector pYES-DEST52. El ensayo se realizo en
presencia de distintas concentraciones de KCl en medio SD o SG ajustado a
pH 7,5 con arginina. 1: Cepa control AXT3; 2: AXT4; 3: AXT4 + LeNHX1; 4:
AXT4 + LeNHX2; 5: AXT4 + LeNHXS3; 6: AXT4 + LeNHX4
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En los estudios de complementacion se han utilizado cDNAs clonados
sin coddn de stop en el vector pYES-DEST52, dando lugar a la expresion de
transportadores etiquetados con una secuencia codificante de una cola de 44
aminodcidos, incluyendo la cola de 6 histidinas, el epitopo V5, asi como la
secuencia del vector necesario para la recombinacién. Hemos estudiado el
efecto de esta cola sobre la capacidad de las proteinas LeNHX2 y LeNHX4
para complementar la sensibilidad a Higromicina y sal en las cepas WX1 y
AXT3. Para ello, LeNHX2 y LeNHX4 se clonaron con coddén de stop en el
vector pYES-DEST52, dando lugar a la proteina nativa sin cola adicional. Por
otra parte, se generaron por PCR construcciones de LeNHX2 y LeNHX4 en
pYES-DEST52 que daban lugar a proteinas de fusion con una cola RGSH10
de sdlo 13 aminodacidos fusionados directamente al ultimo aminoacido de la
proteina, lo que permitié estudiar el efecto de una cola C-terminal adicional
mas corta sobre la complementacion de la sensibilidad a higromicina o sal
por los antiportadores LeNHX 2 y 4 (Figs. R14 y R15).

La larga cola de 44 aminodcidos del tag V5-H6 parece afectar
negativamente a la complementacion por LeNHX2 de la sensibilidad a
higromicina en la cepa WXI1, mientras que el efecto sobre la
complementacién de la sensibilidad a NaCl en la cepa AXT3 es menos
importante. La cola de 13 aminodcidos del tag RGSH10 afecta mucho menos
a la complementacion por LeNHX2 (Fig R14). No se observaron diferencias
significativas en la complementacion de la sensibilidad a higromicina o NaCl

entre las cepas de levadura que expresan la proteina LeNHX4 sin tag
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adicional, con el tag de 44 aminodcidos, o con el tag de 13 amino &cidos,

respectivamente (Fig.R15).
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Fig. R14. Complementacion por LeNHX2 de la sensibilidad a Higromicina
y NaCl. Crecimiento en presencia de NaCl o Higromicina B de células de S
cerevesiae, cepas WX1 y AXT3 transformadas con las construcciones para la
expresion del antiportador LeNHX2 con distintos tags c-terminales clonado
en el vector pYES-DEST52. 1: Cepa control W303; 2: WX1; 3: WX1 + LeNHX2;
4: WX1+ LeNHX2-V5-H6; 5: WX1+LeNHX2RGSH10; 6: Cepa control ANTS3;
7: Cepa AXT3; 8: AXT3+LeNHX2;, 9: AXT3+LeNHX2V5-H6; 10:
AXT3+LeNHX2RGSH10
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Fig. R15 Complementacion por LeNHX4 de la sensibilidad a Higromicina y
NaCl. Crecimiento en presencia de NaCl o Higromicina B de células de S
cerevesiae, cepas WX1 y AXT3 transformadas con las construcciones para la
expresion del antiportador LeNHX4 con distintos tags C-terminales clonado
en el vector pYES-DEST52 1: Cepa control W303; 2: WX1; 3: WX1 + LeNHX4;
4: WX1+ LeNHX4-V5-H6; 5: WX1+LeNHX4RGSH10; 6: Cepa control ANTS3;
7: Cepa AXT3; 8 AXT3+LeNHX4; 9: AXT3+LeNHX4V5-H6; 10:
AXT3+LeNHX4RGSH10
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Ya que la cola de 13 amino 4cidos del tag RGSH10 no parece afectar a
la funcionalidad de las proteinas hemos utilizado este tag para los
experimentos de purificacion y reconstitucion de los antiportadores en los

ensayos funcionales in vitro.

3.2. Caracterizacion funcional in vitro.

3.2.1. Inmunodeteccion y purificacion de proteinas NHX de tomate
expresadas en levadura

Para detectar las isoformas LeNHX1,2, 3 y 4 en membranas
microsomales de levaduras transformadas con los antiportadores de tomate,
se utilizo un anticuerpo frente al epitopo RGSH4 presente en el extremo C-
terminal de dichas proteinas. Las proteinas LeNHX2, 3 y 4, pero no la
proteina LeNHX1, pudieron ser purificadas por cromatografia de afinidad en
columna de niquel (apartado 2.5.5, Material y Métodos). Las proteinas
eluidas de la columna se separaron por electroforesis, y se tinieron con
Sypro® Ruby-Protein (Bio-Rad) o se trasfirieron a membranas de
nitrocelulosa para llevar a a cabo la inmunodeteccién utilizando un
anticuerpo frente al epitopo RGSH4. La existencia de una banda proteica
mayoritaria reconocida por el anticuerpo puso de manifiesto un importante
grado de purificacion (Fig. R16). A efectos comparativos, se incluyd en los

geles de electroforesis la proteina AtNHX1 purificada de la misma forma.
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Fig. R16. Tincion (A) e inmunodeteccion -(B) de las proteinas LeNHX2, 3 y 4
y AtNHX1 purificadas de membranas microsomales de levadura tras
separacion por SDS-PAGE. Se cargd 1 pg de proteina total en cada caso. A la
izquierda de la figura se indica el peso molecular (kD) de los estdandares de
peso molecular incluidos en la separacion electroforética.

LeNHX3 y LeNHX4 muestran un tamafio similar a la proteina
AtNHXI1, y son ligeramente mas pequefias que LeNHX2 (Fig. R16). Puesto
que tanto LeNHX1, 2, 3, y 4 como AtNHX1 tienen un numero de
aminodcidos similar, es posible que las diferencias en peso molecular entre

las distintas proteinas sean debidas a modificaciones post-traduccionales.
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4. Determinacion de la actividad de intercambio Cation/H* de las proteinas

NHX de tomate purificadas de levadura.

Para medir la actividad de intercambio idnico de los transportadores
LeNHX2, 3 y 4 y AtNHX1, las proteinas purificadas fueron reconstituidas en
liposomas. Los proteoliposomas se prepararon en presencia del indicador de
pH fluorescente piranina. En un segundo paso se elimind la piranina no
encapsulada en el interior de los proteoliposomas por filtraciéon en gel
utilizando Sephadex G-50. De este modo, las medidas de fluorescencia de la
sonda reflejan el pH en el interior de los proteoliposomas, y esta variacion de
pH en funcion del tiempo proporciona una medida de la actividad
intercambiadora del transportador reconstituido en el liposoma. El protocolo
seguido se describe el apartado 2.5.10 de Material y Métodos.

En la Fig. R17 se muestra un registro tipico de la razén de la
fluorescencia a 404 y 463 nm de exitacion y 510 nm de emision, en funcion del
tiempo. Este registro se utilizd para evaluar la actividad antiporte de
LeNHX2 y LeNHX4, mostrando el efecto de la conversion de la razén de
fluorescencia a pH. La reaccion de antiporte se inicia con la adiciéon de KCl y

se finaliza con la adicion de (NH4)2SOs, que suprime el gradiente de protones.
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Fig. R17. Actividad antiporte de LeNHX2 y LeNHX4. Registro de la razén
de la fluorescencia a 404 y 463 nm de exitacion y 510 nm de emision (panel
superior) y conversion de la razon de fluorescencia a pH (panel inferior) por
LeNHX2 y LeNHX4 reconstituidos en proteoliposomas. La adicion de KCl y
(NH4)2SOs, para iniciar y finalizar la reaccion de transporte se sefiala con

flechas.
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La actividad intercambiadora Cation/Proton de los antiportadores se
ensayo en presencia de varias concentraciones de NaCl y KCl (Fig R18).
Previamente se habia descrito que las actividades intercambiadoras Na*/H* y
K*/H* de AtNHX1 son muy similares (Venema y col 2002; Fig. R18). Por el
contrario, LeNHX2 exhibe una alta actividad de intercambio K*/H* y una
sensiblemente mas baja actividad de intercambio Na*/H* (Venema y col 2003,
Fig R18). LeNHX3 y LeNHX4 muestran una actividad mucho mas baja que
AtNHX1 o LeNHX2, siendo LeNHX4 ligeramente mds activo que LeNHX3.
Aunque su actividad es mads baja, la afinidad y selectividad idnica de
LeNHX4 es muy parecida a la de AtNHXI, lo que podria indicar funciones
similares para estos dos antiportadores intracelulares del grupo I.

Se realizaron estudios de selectividad idnica para los antiportadores
LeNHX2 y LeNHX4 (Fig. R19). En el caso de LeNHX2 se observé una mayor
actividad antiporte en presencia de K* que en presencia de Na*. La actividad
en presencia de Cs* o Rb* y, sobre todo, Li* era mucho mas baja. En presencia
del cation organico TMA* no se observd un incremento en la velocidad de
alcalinizacion, aparte de un pequeno salto en la fluorescencia en el momento
de afiadir TMACI. Se desconoce porqué se produce este salto, pero podria
estar relacionado con algtin efecto de la fuerza idnica sobre la fluorescencia
de la piranina, el pH del medio o las propiedades de los proteoliposomas.
Cabe destacar que la actividad con Rb* es muy baja, indicando que este
cation no representa un andlogo de K* para los antiportadores tipo NHX. En

cuanto a LeNHX4, la actividad es mucho mas baja, siendo similar en
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presencia de K* o Na*, y algo mas baja con Li* o Cs*. Al igual que para

LeNHX2, no se observ¢ actividad en presencia de TMA®.
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Fig R18. Actividad (ApH/At) de los antiportadores LeNHXs reconstituidos
en proteoliposomas, en funcion de diferentes concentraciones de NaCl o
KCl. La velocidad de alcalinizacién (ApH/At) se calculé como el incremento
en pH en los 10 primeros segundos transcurridos tras afadir 100 ul de
solucion de diferentes concentraciones KCl o NaCl, sin considerar el salto en
la fluorescencia inicial. En todos los casos se utilizaron 5 ug de proteina
purificada para la reconstitucion. Los proteoliposomas se diluyeron 20 veces
en el medio de ensayo para crear un gradiente de protones (apartado 2.5.10,
Material y Métodos).
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Fig. R19. Actividad antiporte de LeNHX2 y LeNHX4 en presencia de
diferentes cationes. La reaccion de antiporte se inicid con la adicién de 100
mM de sales de cloruro de diferentes cationes, y se sefiala con una flecha. La
medida-se realizo segtin se ha descrito en la Fig. R17.

5. Localizacion subcelular de LeNHX2, LeNHX3 y LeNHX4

La determinacion de la localizacion subcelular de LeNHX2, 3 y 4 se ha
llevado a cabo en células de epidermis de cebolla que expresan de forma
transitoria proteinas de fusion de los antiportadores con GFP. La localizacion
de LeNHX2 se llevé a cabo por microscopia confocal y la de LeNHX3 y
LeNHX4 mediante estudios de epifluorescencia.

En las células que expresan la proteina de fusion del extremo C-
terminal de LeNHX2 con la proteina GFP, la fluorescencia se localiza en
pequenas vesiculas situadas alrededor de la gran vacuola central. Esto indica

que LeNHX2 no es una proteina del tonoplasto, a diferencia de AtNHX1 o

223



Resultados

AtNHX2 (Apse et al 1999; Quintero et al 2000; Yokoi et al 2002), sino una

proteina endosomal/prevacuolar, aunque su localizaciéon exacta es aun

desconocida (Fig. R20)

Fig. R20: Localizacion subcelular de LeNHX2-GFP. Panel A: Expresion
transitoria en células epidérmicas de cebolla de la proteina de fusion
LeNHX2-GFP visualizada por integracion de varias imagenes de microscopia
confocal (amplificacion 20x). La fluorescencia aparece concentrada en
pequenas vesiculas alrededor de la vacuola central y el ntcleo. Paneles B y
C: Imagenes de una unica secciéon de células epidérmicas de cebolla
visualizadas por microscopia confocal (amplificaciéon 20x) con luz visible
(Panel B) o con una linea laser de excitacién a 488 nm con senales de emisidon
recogidas a 525+50 nm (Panel C). Se observa la fluorescencia de GFP en la
célula central.

Para determinar la localizacion de LeNHX3 se utilizé una construccion
en la que la proteina GFP se fusiona al extremo C-terminal del transportador.
Sin embargo, esta aproximacion tuvo escaso €xito, posiblemente porque esta

proteina es tdxica para la célula de epitelio de cebolla y ello impide su
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expresion en este tipo celular. Solo en una ocasién se obtuvieron imagenes,
detectandose en ellas pequefios puntos redondeados repartidos por toda la
célula (Fig. R21, panel B). Este patron es similar al observado para el
marcador G-rk (marcador de aparato de Golgi fusionado con rfp) obtenido
del  Arabidopsis  Biological ~Resource Center, Ohio State University
www.bio.utk.edu/cellbiol/markers (Fig. R22, panel B) (Nelson et al 2007). Los

experimentos de localizacion de LeNHX3 se repitiran en el futuro.
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Fig. R21. Expresion transitoria en células de epidermis de cebolla de la
proteina de fusion LeNHX3-GFP visualizada en un microscopio de
epifluorescencia (20x). Imagenes obtenidas de una tinica seccidon de células
epidérmicas de cebolla utilizando luz visible (Panel A) o utilizando un set de
filtros GFP (excitaciéon BP 450-490, Dicroico FT 510, emision LP 515) (Panel
B). Se observan pequefios puntos redondeados fluorescentes repartidos por
toda la célula.
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10x

Fig R22. Expresion transitoria en células de epidermis de cebolla del
marcador G-rk visualizado en un microscopio de epifluorescencia (40x
paneles A y B y 10x, panel C). Imagenes obtenidas de una tnica seccién de
células epidérmicas de cebolla utilizando luz visible (Panel A) o utilizando
un set de filtros RFP (excitacion BP 546/12, Dicroico FT 580, emisién LP 590)
(Paneles B y C). Se aprecian pequenos puntos redondeados fluorescentes
repartidos por toda la célula, asi como el contorno del tonoplasto y regiones
transvacuolares (flechas).
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No se puede excluir la posibilidad de que las imagenes de la Fig R22 reflejen
un artefacto y de que en realidad la fluorescencia observada sea atribuible a
muerte celular. En este sentido, la presencia de cromatina condensada (Fig

R23) apoyaria la hipdtesis de la muerte celular.

40X

Fig. R23 Imagen en un microscopio de epifluorescencia de una tnica
seccion de células epidérmicas de cebolla iluminadas con luz visible (40x).
Los puntos negros son particulas de oro utilizadas para el bombardeo de las
células de cebolla, la flecha indica la presencia de cromatina condensada,
caracteristica de las células que estan muriendo.

Para la localizacion de LeNHX4 se utilizaron proteinas de fusiéon con

GFP en el extremo C-terminal y N-terminal del antiportador. En las células
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que expresan la proteina en que GFP esta fusionado al extremo C-terminal de
LeNHX4 se observa fluorescencia alrededor de la vacuola. En las zonas en las
que la vacuola ocupa todo el volumen celular, la fluorescencia se encuentra
localizada en el borde de la célula, aunque también se detectd fluorescencia
en zonas donde la vacuola se separa de la periferia de la célula (sefialadas
con flechas en la Fig. R24). Se observa el mismo patron de fluorescencia que
se ha obtenido para AtNHX2, miembro de la familia NHX de Arabidopsis
thaliana que se encuentra localizado en tonoplasto (Yokoi et al 2002, Fig. R25).

Estos resultados permiten concluir una localizacion tonoplastica de LeNHX4
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Fig R24. Expresion transitoria en células de epidermis de cebolla de la
proteina de fusion LeNHX4-GFP visualizada en un microscopio de
epifluorescencia (20x, paneles A y B y 40x paneles C, D, E y F). Imagenes
obtenidas de una tnica seccion de células epidérmicas de cebolla utilizando
luz visible (paneles B, D y F) o utilizando un set de filtros GFP (excitacién BP
450-490, Dicroico FT 510, emisién LP 515) (paneles A, C y E). Se observa que
la expresion transitoria del LeNHX4-GFP produce fluorescencia en todo el
contorno de la vacuola, con fluorescencia localizada en el borde de la célula,
en las zonas en las que la vacuola ocupa todo el volumen celular, quedando
claramente delimitadas las zonas transvacuolares (flecha en panel A, panel B)
o el nacleo (flecha en panel E).
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Fig R25. Expresion transitoria en células de epidermis de cebolla de la
proteina de fusion AtNHX2-GFP visualizada en un microscopio de
epifluorescencia (20x, paneles A y B y 40x, paneles C y D). Imagenes
obtenidas de una unica seccion de células epidérmicas de cebolla utilizando
luz visible (paneles A y C) o utilizando un set de filtros GFP (excitacion BP
450-490, Dicroico FT 510, emision LP 515) (paneles B y D). Se observa que la
fluorescencia se concentra en la membrana vacuolar. Puesto que en células
de epidermis de cebolla la vacuola ocupa gran parte del volumen celular, la
fluorescencia sigue el contorno de la célula, aunque hay zonas en las que se
distingue el contorno del tonoplasto y el de la membrana celular (paneles C y

D). La construccion utilizada ha sido cedida por la Dra B. Cubero, IRNAS,

Sevilla.
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En las células que expresan la proteina de fusion GFP al extremo N-
terminal de LeNHX4 se observa una fluorescencia uniforme en el citoplasma,
indicando que la proteina no se ha insertado en la membrana y sugiriendo
que el extremo N-terminal de LeNHX4 es importante para dirigir e insertar
la proteina en la membrana. Si esto no ocurre, posiblemente la proteina sea
degradada, liberandose GFP soluble del extremo N-terminal de la proteina

de fusion (Fig. R26).
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Fig R26. Expresion transitoria en celulas de epidermis de cebolla de la
proteina de fusion GFP-LeNHX4 visualizada en un microscopio de
epifluorescencia (20x, paneles A y B y 40x, paneles C y D). Imdgenes
obtenidas de una tnica seccidon de células epidérmicas de cebolla utilizando
luz visible (paneles B y D) o utilizando un set de filtros GFP (excitaciéon BP
450-490, Dicroico FT 510, emision LP 515) (paneles A y C). Se observa que la
fluorescencia se localiza uniformemente en el citoplasma, indicando que la
proteina no se ha insertado en la membrana.

6. Expresion de LeNHX2 en Arabidopsis y silenciamiento de LeNHX2 en

tomate

Estudios previos realizados por miembros del grupo de investigacion
en el que se llevd a cabo el presente trabajo condujeron a la identificaciéon del
transportador LeNHX2 en tomate, llevandose a cabo la caracterizacion de la

proteina antiportadora expresada en levaduras, una vez purificada y
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reconstituida en liposomas (Venema et al 2003). Este trabajo puso de
manifiesto que LeNHX2 era un transportador endosomal K*/H*, el primero
descrito en plantas, y sugirio6 que podria desempefiar un papel en la
tolerancia a salinidad y nutricion de K* a través del control de la homeostasis
de K* en las células vegetales. Para corroborar esta hipotesis, en el presente
trabajo se abordo el estudio de la tolerancia a la salinidad en plantas de
Arabidopsis  thaliana  transformadas con wuna construccion para la
sobrexpresion de LeNHX2 y en plantas de tomate transformadas con una

construccidn para el silenciamiento de este gen.

6.1. Expresion de LeNHX2 en Arabidopsis

6.1.1. Deteccion de las construcciones para la sobreexpresion

De entre las lineas T3 homocigdticas portadoras de una unica
insercion del transgen que se obtuvieron, se eligieron tres lineas al azar que
se identificaron como lineas 213C, 243C y 357A. Para comprobar la presencia
de LeNHX2 en las tres lineas de Arabidopsis utilizadas en este estudio se
realizo un andlisis por PCR utilizando ADN genomico extraido de la roseta
de las plantulas transgénicas y cebadores especificos de LeNHX2. (Fig R27).
Ademads, la presencia del transportador LeNHX2 fue detectada en las 20
lineas transgénicas generadas (datos no mostrados), lo que indica que el
procedimiento de seleccion de transformantes utilizado (crecimiento en
presencia de 50 mg.I"* de higromicina) no daba lugar a la aparicion de falsos

positivos.
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Fig. R27. Deteccion de LeNHX2 en plantas de Arabidopsis no transformadas
(1) y lineas transformadas 243C (2), 213C (3) y 357A (4). Como control
positivo se utilizd el vector PKV81 conteniendo la region codificante de
LeNHX2 (5). En el carril 6 se cargaron los standard de tamafio molecular.

6.1.2. Deteccion inmunoldgica y actividad transportadora.

Con la finalidad de determinar que las tres lineas transgénicas de
Arabidopsis utilizadas en este trabajo, ademas de haber incorporado en su
genoma el transportador LeNHX2, producian la proteina codificada por
dicho gen, se realizaron experimentos de inmunodeteccion utilizando
anticuerpos que reconocen la cola de histidinas de la proteina LeNHX2. Los
experimentos de inmunoblotting demostraron que la proteina LeNHX2 estaba
presente en raices y parte aérea de plantas de Arabidopsis transgénicas (linea
243C) y ausente en plantas controles (Fig. R28). La deteccion inmunoldgica se
realiz6 también para las lineas 213C y 357A, obteniéndose los mismos

resultados (datos no mostrados). A efectos comparativos y como control
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positivo se incluyo en los experimentos de inmunodeteccion la proteina
LeNHX2 purificada de microsomas de levadura transformada con el gen de
este transportador, observandose que tanto en levadura como en Arabidopsis,

la proteina LeNHX2 presenta un peso molecular de 55 kDa.

1 2 3 4 5 6 7 8

250 KDa
150 KDa
100 KDa

75 KDa
50 KDa
37 KDa

Fh4bH

20KDa

R

10KDa

Fig. R28. Inmunodeteccion de LeNHX2 tras purificar la proteina a partir de
membranas microsomales obtenidas de: raices de plantas transgénicas de la
linea 243C (1) y controles (5), parte aérea de plantas transgénicas de la linea
243C (3) y controles (7) y levadura transformada con el gen LeNHX2 (2, 4, 6 y
8).

La actividad antiporte (K*Na')/H* fue ensayada en fracciones de
membrana intracelulares de plantas de Arabidopsis que expresan LeNHX2 y
de plantas no transformadas, basandose en la relajacion del gradiente de pH
creado por la H*-ATPasa tipo V (Fig R29). Aunque las plantas transgénicas
mostraban unas tasas de transporte de protones dependiente de ATP

ligeramente inferiores a los controles no transformados (Fig R29, a-d), el
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calculo de la velocidad inicial de relajacion de la fluorescencia tras adicionar
K2504 0 Na:50s mostraba claramente que las plantas que expresan LeNHX2
exhiben una actividad de intercambio K*/H* mas alta que las plantas control.
La actividad de intercambio Na*/H* también era mads alta en las plantas
transgénicas que en las control, aunque en este caso la diferencia observada

era menor que la detectada para el intercambio K*/H* (Fig R29e)
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Fig R29. Actividad antiporte Cation/H* en vesiculas de membranas
intracelulares de raices de plantas de Arabidopsis no transformadas (a, b) y
transgénicas (c, d) determinada por monitorizaciéon de la extincion de la
fluorescencia del ACMA (9-amino-6-cloro-2-metoxiacridina). Inicialmente se
estableci6 un gradiente de pH a través de las vesiculas energizando la
ATPasa tipo V con MgSOs (primera flecha). Cuando se alcanzé un gradiente
de pH estable, se inicid la reaccion antiporte por adicion de K2SO4 (50 mM) o
Naz2S0: (50 mM) (segunda flecha). Finalmente, se suprimio el quenching de la
fluorescencia por adicion de Nigericina (Nig, 0.5 uM) o Monensina (Mon, 0.5
puM) (tercera flecha). Las graficas corresponden a un experimento
representativo de los tres realizados usando preparaciones de membrana
independientes para cada uno de ellos. (e) Tasas iniciales de transporte de H*
acoplado a diferentes concentraciones de K:SO: (circulos, K) y Na2SOs
(cuadrados, Na) en vesiculas de membrana obtenidas de plantas transgénicas
(simbolos de color blanco, T) y de plantas control (simbolos de color negro,
C) (resultados expresados como media + desviacion estdndar de tres
experimentos con preparaciones de membrana independientes). La
recuperacion de la fluorescencia se normalizo de forma que 0 representa el
nivel minimo de fluorescencia obtenido después de la energizacion de la V-
ATPasa, y el 100 % representa el nivel maximo de fluorescencia obtenido
después de la adicién de iondforos.
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6.1.3. Efecto de la sobreexpresion de LeNHX2 sobre el crecimiento y la
tolerancia a la salinidad.

Inicialmente, se investigd en qué medida la sobrexpresion de LeNHX2
afectaba al crecimiento de las plantas transgénicas en ausencia de estrés. En
la Fig. R30 se observa que no existian diferencias significativas en el

crecimiento de las plantas de Arabidopsis no transformadas y transgénicas

tras 6 semanas de cultivo en vermiculita y riego con solucién de sales MS.

Fig. R30. Plantas de Arabidopsis no transformadas y transgénicas tras 6
semanas de cultivo en vermiculita y riego con solucién de sales MS.
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Teniendo en cuenta que LeNHX2 es un transportador de K* (Venema
et al 2003), es probable de que las plantas de Arabidopsis que sobreexpresan
este gen presenten diferente requerimiento de K* para el crecimiento, asi
como diferente nivel de tolerancia a elevadas concentraciones de este
elemento que las plantas control no transformadas. Para esclarecer este
aspecto, se realizo un estudio del crecimiento, determinado pesos fresco y
seco, en plantas de Arabidopsis sobrexpresoras de LeNHX2 desarrolladas bajo
diferentes condiciones de K* y sometidas o no estrés por NaCl. No se
observaron diferencias significativas en la germinacién de las semillas y
crecimiento de las plantulas no transformadas y transformadas cuando éstas
se cultivaban en presencia de 20 mM NO:K (medio MS). En presencia de 100
uM de NOsK en el medio de germinacién de las semillas y cultivo de las
plantulas se inhibi6é significativamente el crecimiento de las plantas
transgénicas respecto al observado en medio MS, no afectandose el
crecimiento de las plantas control no transformadas (Fig. R31, Tabla R3). El
cultivo en medios provistos de 100 mM de NOs:K inhibié en mayor medida la
capacidad germinativa y el crecimiento en las plantulas control que en las
transgénicas (Tabla R4).

Una vez analizado el efecto del K* sobre el crecimiento de las plantas
controles y transgénicas, se evaluo6 en las mismas la tolerancia al NaCl. Para
ello se germinaron las semillas de plantas controles y transgénicas en placas
Petri conteniendo medio MS o medio MS modificado respecto a la
concentracion de K* (100 uM NO:K) y suplementado o no con 50 mM NaClL

Después de tres semanas de cultivo en estas condiciones las plantulas se
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transfirieron a semilleros conteniendo vermiculita y se regaron con una
solucion de idéntica composicion a la del medio utilizado para germinar las
semillas (MS o MS modificado -100 pM de NOsK- suplementado o no con 50
mM NaCl). Los resultados de la Fig. R32 y de las Tablas R5 y R6 muestran
que, independientemente de la concentracion de K* en el medio de cultivo,
las plantas transgénicas crecian mejor que las controles en medios
suplementados con 50 mM NaCl. Este resultado indica que la expresion del
transportador LeNHX2 mejora la tolerancia al estrés salino en plantas de

Arabidopsis transgénicas.

Fig. R31. Plantas de A. thaliana control y transgénicas (LeNHX2) cultivadas
durante tres semanas en medio MS (+K*) o medio MS modificado respecto a
la concentracion de K* (100 uM de NO:sK) (-K*).
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Tabla R3. Pesos fresco y seco de plantas de A. thaliana control y transgénicas
cultivadas durante 6 semanas en medio MS y en medio MS modificado
respecto a la concentracion de K* (100 pM de NO:K). Los resultados,
expresados como g o mg / 5 plantas, son media + desviacion estandar de 3
experimentos independientes, con 3 réplicas por experimento. Valores
seguidos de diferentes letras difieren significativamente. (Test de Duncan
P=0,05)

Peso fresco (g /5 plantas) Peso seco (mg /5 plantas)
Linea Parte aérea Raiz Parte aérea Raiz
Control 11.98 +1.76a | 0.45 + 0.04f 1863.50 39.00 +£2.05
1
+70.25i m
Medio MS 243C 10.08 +0.82a | 0.54 +0.04e 1833.05 41.00 +4.30
+98.40j Im
357A 9.39+1.51a | 0.46 +0.05ef 1560.25 43.00 +7.50
+95.50k Im
213C 12.02+1.07a | 0.52 +0.03ef 1742.00 48.00+6.201
+70.00jk
Medio MS Control 8.30 £ 0.80b 0.45+0.05g | 927.00+97.60 | 57.05+5.73n
modificado 243C 4.51 +£0.50c 0.26 +£0.03h | 496.00 +52.07 | 24.32+3.180
(KNO3 357A 3.73+0.32¢d | 0.22+0.03hi | 310.00 £39.20 | 20.08 +2.040
100 pM) 213C 3.44 +0.23d 0.20 £ 0.01i 280.00 £20.15 | 20.49 +2.520
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Tabla R4. Pesos fresco y seco de plantas de A. thaliana control y transgénicas
cultivadas durante 6 semanas en medio MS modificado respecto a la
concentracion de K* (100 mM de NO:K). Los resultados, expresados en g o
mg / 5 plantas, son media + desviacion estandar de 3 experimentos
independientes, con 3 réplicas por experimento. Valores seguidos de
diferentes letras difieren significativamente. (Test de Duncan P=0,05)

Medio MS Control 62 .58+ 7.43 5.00 + 0.07
modificado 243C 260.07 £22.13 23.00 £2.12

(KNO3; 357A 410.93 £ 39.42 62.00 +4.86
100 mM) 213C 350 .56 + 37.08 45.00 £ 3.98
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Fig. R32. Plantas de A. thaliana control y transgénicas (LeNHX2) cultivadas
durante tres semanas en medio MS suplementado con 50 mM NaCl.

Tabla R5. Pesos fresco y seco de plantas de A. thaliana control y transgénicas
cultivadas durante 6 semanas en medio MS suplementado con 50 mM de
NaCl. Los resultados, expresados como g o mg / 5 plantas son media +
desviacion estandar de 3 experimentos independientes, con tres réplicas cada

uno.

Control 3.83+0.26 0.19+0.03 492.80+ 67.00 25.00 +2.03
243C 8.55+£0.83 0.43 £0.04 1050.10+ 97.89 53.00 +4.58
357A 6.80£0.72 0.39 £0.04 966.00+ 85.23 40.93 £5.23
213C 7.65+0.65 0.42+£0.03 1075.90+112.46 55.00 +£5.72
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Tabla R6. Pesos fresco y seco de plantas de A. thaliana control y transgénicas
cultivadas durante 6 semanas en medio MS modificado para la concentracion
de K* (100 pM de NOsK) y suplementado con 50 mM de NaCl. Los
resultados, expresados en g o mg / 5 plantas son media + desviacion estandar
de 3 experimentos independientes, con tres réplicas cada uno.

Peso fresco (g /5 plantas) Peso seco (mg /5 plantas)
Linea Parte aérea Raiz Parte aérea Raiz
Control 3.25+0.38 0.27 +0.02 465.05 + 55.00 38.05 + 3.00
243C 7.15 £ 0.56 0.63 +0.07 902.25 £ 92.03 88.25+4.75
357A 4.88 +£0.41 0.75+0.07 590.50 + 50.46 104.40 £9.05
213C 5.78 +0.60 0.53+0.04 820.30 + 74.36 75.35 £ 6.30

6.1.4. Analisis del contenido en iones Na*y K* en A. thaliana

El contenido en Na* y K* de plantas controles y plantas transgénicas de
A. Thaliana se analizé en plantas cultivadas en medio hidropdnico durante
cinco semanas sin ( C ) o con NaCl 50 o 100 mM (50 y 100) y en ausencia de
K* (oK) en los ultimos siete dias. (Fig XXX). En raices, solo se observaron
diferencias menores en el contenido de Na* y K* entre las plantas
transgénicas y las controles. En las plantas sometidas a tratamiento con un
suplemento en NaCl, se observaba en raices un incremento de la
concentracion de Na* acompanado de una disminucion en la concentracion
de K*, no habiendo diferencias significativas entre los contenidos ionicos de

las plantas control y las plantas transgénicas. En la parte aérea sin embargo,
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las plantas control acumulaban mas Na' que las plantas transgénicas,
mientras que el contenido en K* era mas alto en las plantas transgénicas,
mostrando una tasa K*/Na* mucho mayor en parte aérea del plantas
transgénicas cultivadas con NaCl, que en planta control cultivada en las
mismas condiciones. En condiciones de deficiencia de K*, el contenido en K*
en la parte aérea se encontraba especialmente afectado. Sin embargo, la
diferencia en el contenido total de K* entre plantas control y transgénicas no
era significativo, aunque en la parte aérea de plantas transgénicas contenia
una mayor concentracion de K*, aunque las diferencias son marginales, que

las plantas control.
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Fig 33. Contenido ionico en raices y parte aérea de plantas de Arabidopsis
Thaliana transgenicas y controles. El contenido idnico se determind en
raices y en la parte aérea de la linea transgénicas 213, 243 y 357 y plantas
control cultivadas en medio hidroponico durante cinco semanas sin ( C ) o
con NaCl 50 o 100 mM(50 y 100) y en ausencia de K+ (oK) en los tltimos siete
dias. Las barras blancas corresponden a los controles no transformados, las
barras negras a las plantas transgénicas.Los resultados son media =+
desviacion estdndar de 5 experimentos independientes, con tres réplicas cada
uno. Las diferencias significativas entre los controles no transformados y las
plantas transgénicas estan indicadas con asteriscos (Test de Duncan * P<
0.05; **, P <0.01)

6.2. Silenciamiento de LeNHX2 en tomate
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Se llevaron a cabo 5 experimentos independientes de transformacion
de cotiledones de tomate con Agrobacterium conteniendo la construccion para
el silenciamiento del gen LeNHX2. En total se usaron para la transformacion
752 segmentos de cotiledones a partir de los cuales se regeneraron 44 plantas,
que posteriormente fueron analizadas por PCR para comprobar que estaban
silenciadas. De estas 44 plantas, las designadas como L7, L11, L12, L14, L31 y
L44 produjeron frutos con semillas. Para seleccionar a partir de ellas
descendientes T1 portadores de la construccidon de silenciamiento se llevaron
a cabo experimentos de germinacién con tres concentraciones de kanamicina
(100, 150 y 200 mg.I'""). Se comprobd que, en presencia de 100 y 150 mg.1" de
antibiotico, las semillas de plantas no transformadas germinaban y daban
lugar a plantulas que crecian in vitro en el medio GM. Sin embargo, cuando el
medio de germinacion se suplementaba con 200 mg.?! de kanamicina,
Unicamente germinaban las semillas portadoras de la construccion de
silenciamiento que, ademads, producian pladntulas que crecian in vitro en estos
medios (Fig. R35). Por ello, la seleccion de plantas T1 transformadas se llevo
a cabo mediante germinacion de las semillas procedentes de los
transformantes primarios en medio GM suplementado con 200 mg.l' de

kanamicina.
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Fig. R35. A) Plantulas de tomate no transformadas cultivadas en GM sin
kanamicina (izquierda) o con 200 mg.I"! de kanamicina (derecha); B) Plantulas
de tomate con la construccidn para el silenciamiento de LeNHX2 cultivadas
en GM sin kanamicina (1) o con 200 mg.l" de kanamicina (2) y plantulas de
tomate no transformadas cultivadas en GM con 200 mg.I! de kanamicina (3 y
4).

6.2.1. Deteccion de las construcciones para el silenciamiento de LeNHX2 en
las plantas transgénicas

Para comprobar la presencia de la construccion para el silenciamiento
génico de LeNHX2, las 44 plantas de tomate regeneradas a partir de los
explantos de cotiledon transformados fueron analizadas por PCR. Para este
analisis por PCR se utilizé una pareja de cebadores especificos del plasmido
pKANNIBAL (5" CTT CAT TTC ATT TCC ACA 3, 5 CCT CIT ACA CAT
CAT CAC TTC 3’) que se unen a ambos lados del inserto y amplifican un

fragmento de 839 pares de bases (pb). Los resultados obtenidos indicaron la
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presencia de la construccion génica utilizada en 14 de las 44 plantas
regeneradas (lineas L1, L4, L6, L7, L9, L11, L12, L14, L20, L31, L41, L42, L43,
L44) (Fig R36), lo que permite concluir que el proceso de seleccién de
transformantes utilizado (crecimiento en presencia de 200 mgl!' de
kanamicina) da lugar a la aparicion de un alto porcentaje de falsos positivos,
es decir, explantos no transformados capaces de regenerar plantas en medios

selectivos.

839 —»

1 2 3 4 & 6 7 8 9 10 N

Fig. R36. Deteccion de la construccion para el silenciamiento de LeNHX2
en plantas de tomate. Electroforesis de los productos de PCR de las lineas
L41, L42, L43 y L44 (2-5), de una planta no transformada (6), del plasmido
pKV119 portador de la construccidon de silenciamiento (7) y de las lineas L2,
L3, L5, L6 (8-11). En el carril 1 se carg6 el standard de tamafio molecular de 1
Kb.

6.2.2. Determinacion de los niveles de silenciamiento génico.
Con la finalidad de determinar el nivel de silenciamiento del gen

LeNHX2 en las distintas lineas transgénicas se realizaron ensayos de PCR a
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tiempo real en plantas en las que se habia comprobado previamente la
presencia de la construccion para el silenciamiento del gen mediante PCR.

Para los estudios de PCR a tiempo real presentados en este trabajo, se
llevaron a cabo dos reacciones de RT-PCR por cada muestra de RNA y dos
extracciones de RNA para cada linea transgénica portadora de la
construcciéon de silenciamiento. Los resultados obtenidos en estos ensayos
presentaron una desviacion tipica, respecto a la media, menor del 12%. El
mayor nivel de silenciamiento de LeNHX2 se observ¢ en las lineas L1, L7, L9,
L20, L31, L41, L42, L43 y L44, que presentaron un porcentaje de expresion del
gen menor al 50% (Fig. R37).

1,2

0,8
0,6

0,4

Nivel de expresion

0,2

c L1 L4 L6 L7 L9 L11 L12 L14 L20 L31 L4l L42 L43 L44

Lineas

Fig. R37. Nivel de expresion del gen LeNHX2, cuantificado mediante PCR a
tiempo real, en una planta no transformada (C) y en plantas transgénicas que
portan la construccion para el silenciamiento (L1, L4, L6, L7, L9, L11, L12,
L14, L.20, L31, L41, L42, L 43, L44).
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6.2.3. Efecto del silenciamiento de LeNHX2 sobre el crecimiento y la
tolerancia a la salinidad de las plantas transgénicas.

Se investigd en qué medida el silenciamiento de LeNHX2 afecta al
crecimiento de las plantas transgénicas. En la Tabla R7 y la Fig. R38 se
muestran los niveles de silenciamiento de LeNHX2 en las distintas lineas
transgénicas y el crecimiento y produccion de frutos y semillas por las
plantas transformadas. Los resultados indican que las lineas que presentan
un porcentaje de silenciamiento mayor del 70% no produjeron fruto, a
excepcion de la linea 20 que didé un sdlo fruto. Las lineas con menor nivel de
silenciamiento produjeron frutos con semillas, a excepcion de las lineas 41 y
42, que llegaron a producir flores pero no frutos.

Tabla R7. Porcentaje de silenciamiento de LeNHX2 en las distintas lineas
trangénicas y su relacion con la produccion de frutos y semillas

% PRODUCCION | NUMERO

LINEA |SILENCIAMIENTO | DE SEMILLAS |DE FRUTOS
1 81,83 NO 0
4 47,86 Si 4
6 2422 Si 35
7 56,35 Si 33
9 72,26 NO 0
11 50,69 Si 37
12 43,16 Si 45
14 30,98 Si 40
20 92,82 Si* 1
31 49,30 Si 57
41 59,29 NO 0
42 52,53 NO 0
43 71,96 NO 0
44 61,92 SI 30
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L9 NT

Figura R38. Plantas de tomate silenciadas (L9, L41) y no transformada (NT)
cultivadas durante 2 meses en las condiciones descritas en Material y
Meétodos.

Estos resultados sugieren que la expresion de LeNHX2 es
fundamental para el desarrollo de la planta. Para confirmar esta hipdtesis se
analizé el crecimiento de plantas T1 obtenidas por germinacion de semillas
de la linea 20, la tnica linea con un elevado nivel de silenciamiento de
LeNHX2 de la que se obtuvieron semillas. Teniendo en cuenta que en las
plantas T1 se produce la segregacion de la construccién génica introducida,
se preveia que las plantas L20T1 portadoras de la construccion de
silenciamiento presentaran un crecimiento inhibido frente a las plantas
L20T1 que no portan la construccién. En efecto, Los resultados mostrados en

la Fig. R39 indican que la presencia de la construccion de silenciamiento para
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LeNHX2 en la planta L20T1,1 tiene un efecto negativo sobre el crecimiento
no observado en la planta L20T1,2 que, segun el andlisis de PCR, no presenta

la construccién de silenciamiento.

L20T1 L20T1.2

839 ph—

M L20T1,1 L20T1,2 C+

Fig. R39. A) Plantas T1 de la linea L20 (L20T1,1 y L20T1,2) cultivadas durante
1 mes en las condiciones descritas en Material y Métodos. B) Analisis por
PCR de la presencia de la construccion para el silenciamiento de LeNHX2
utilizando DNA genémico de plantas L20T1,1 y L20T1,2. M, estandar de
tamafio molecular de 1 Kb; C+, plasmido pKV119 portador de la construccion
de silenciamiento.

Ademads, se ratific0 por PCR a tiempo real, que el nivel de
silenciamiento de LeNHX2 en la planta L20T1,1 era idéntico al detectado en

el transformante primario L20 (Fig. R40).

253



Resultados

=
HH

Nivel de expresion
o
(e}
|

0,2 -

c L20 L20T1,1

Lineas

Fig. R40. Cuantificacion, mediante PCR a tiempo real, de la expresion de
LeNHX2 en plantas de tomate no transformadas (C) y en las lineas
silenciadas L.20 y L20T1,1.

Los estudios del efecto del silenciamiento del gen LeNHX2 sobre la
sensibilidad al NaCl se llevaron a cabo mediante determinacion de los
valores de peso fresco en plantas T1 cultivadas en sistema hidropoénico,
suplementando la solucion de cultivo con NaCl. Previamente se determino la
concentracion de NaCl que provocaba una inhibicién del crecimiento de la
variedad de tomate utilizado analizando el crecimiento de plantas no

transformadas en medios provistos de 50, 75 y 130 mM de NaCl. Se
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comprobd que en las condiciones de cultivo utilizadas en este trabajo, la
presencia de 50 y 75 mM de NaCl incrementaba el peso fresco de las plantas
respecto al de controles no tratados, mientras que en medios con 130 mM de
NaCl el crecimiento se inhibia (resultados no mostrados). Por ello, se eligié
esta ultima concentracion para analizar el efecto del silenciamiento de
LeNHX2 sobre la tolerancia a estrés salino. Puesto que las plantas TO con un
elevado nivel de silenciamiento no producian frutos, se han utilizado para
este estudio plantas T1 provenientes de plantas TO con un nivel de
silenciamiento moderado o bajo. Los resultados mostrados en la Tabla R8 y
en la Fig. R42, indican una disminucion del peso fresco de hoja, tallo y raiz de
las plantas tratadas con 130 mM de NaCl respecto a las no tratadas en todas
las plantas analizadas, si bien la inhibiciéon por NaCl fue mayor en las lineas
silenciadas que en las plantas no transformadas.

En la Fig. R42 se representa la variacion porcentual del peso fresco de
hojas, tallos y raices de plantas tratadas con 130 mM de NaCl respecto de
controles no tratados, comprobandose que la disminucion del peso fresco
causada por el NaCl es mayor en las hojas de plantas silenciadas que en las
de las plantas no transformadas, de lo que se concluye una mayor
sensibilidad al NaCl en las lineas silenciadas. Sin embargo, no se observan
diferencias significativas entre ambos tipos de plantas a nivel del peso fresco
de raiz y tallo. Ello puede explicarse en base al bajo nivel de silenciamiento
de LeNHX2 detectado en las lineas transgénicas utilizadas para realizar este
estudio. De ser esto asi, cabria esperar una mayor sensibilidad al NaCl en las

lineas con mayor nivel de silenciamiento génico, en las que no se pudo
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realizar estas determinaciones pues los transformantes primarios con mayor

nivel de silenciamiento no produjeron frutos.

Tabla R8. Peso fresco de raices, tallos y hojas de plantas no transformadas y
transformadas con la construcciéon para el sileciamiento de LeNHX2
cultivadas en sistema hidroponico durante 3 semanas, en ausencia y en
presencia de 130 mM de NaCl durante las dos ultimas semanas. Los
resultados son media + desviacidon estandar de 2 experimentos
independientes con 2 réplicas por experimento. Los datos se expresan en
gramo de peso fresco por planta y en porcentaje de inhibicion en el

crecimiento de las plantas cultivadas con 130 mM de NaCl.

PESO FRESCO (g/planta)
Linea 0 mM NaCl 130 mM NaCl

Raiz Tallo Hoja Raiz Yol Tallo %! Hoja %!

No 33.76+2.58 55.30+6.52 43.42+4.19 12.17+1.23 64 | 12.60+0.98 77 23.76+2.87 45
transformada

L7 19.54+1.36 41.01+4.33 34.76+2.95 7.63+0.56 61 7.20+0.78 83 17.58+2.23 49
L11 17.27+1.44 29.97+2.64 26.69+3.07 5.83+0.67 66 4.14+0.54 86 10.24+1.02 62
L12 23.57+2.42 45.38+6.01 38.22+2.66 9.59+1.22 59 7.70£1.02 83 18.04+1.60 53
L14 23.52+1.63 38.22+2.83 33.27+2.32 8.42+0.27 64 6.59+0.82 83 12.65+0.88 62
144 15.59+1.11 26.41+2.47 23.12+2.18 6.00+0.73 62 4411041 83 8.04+0.75 65
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Fig R42. Peso fresco de raiz, tallo y hojas de plantas no transformadas y
silenciadas (T1) de las lineas L7, L11, L12, L14 y L44 cultivadas en sistema
hidropoénico durante tres semanas, las dos tltimas con 130 mM de NaCl. Los
resultados se expresan como porcentaje de inhibicion respecto al peso fresco
de plantas no tratadas cultivadas en las mismas condiciones.
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Estudios previos llevados a cabo en el laboratorio donde se realiz6
esta tesis habian permitido identificar las proteinas LeNHX1 y LeNHX2 de
tomate, poniendo de manifiesto que LeNHX2 es un sistema de antiporte
K*/H* endosomal, el primero descrito en plantas (Venema et al 2003). En
estos estudios se demostr6 que la expresion de LeNHX2 en levadura
tavorece la acumulacion de K*, pero no de Na*, de lo que se podria inferir
que interviene en la regulacion del pH, de la osmolaridad y del volumen de
organulos o endosomas, procesos en los que interviene el K* como cation mads
importante (Venema et al 2003). Ademas, la caracterizacion de LeNHX2 en
levadura indicaba que este transportador no es el ortélogo en tomate de la
proteina AtNHX1 de Arabidopsis thaliana (Venema et al 2003).

En este trabajo de Tesis Doctoral se ha continuado con Ila
caracterizacion de las proteinas LeNHX1 y LeNHX2 de tomate. Ademas, se
continué en la busqueda de un homodlogo de AtNHX1 de Arabisopsis,
llevandose a cabo la identificacidon y caracterizacion de nuevas isoformas de
genes NHX de tomate. Asi, se han clonado dos nuevos genes, LeNHX3 y
LeNHX4, que codifican proteinas de 537 y 536 aminodacidos respectivamente,
y que son muy cercanas a las proteinas AtNHX1 y 2 de Arabidopsis (Figs. A6
y R2), de forma que podrian constituir antiportadores (Na*/K*)/H* vacuolares
con una funcion andloga a la descrita para AtNHX1 y AtNHX2. Las proteinas
LeNHX3 y LeNHX4 son transportadores Clase I, incluidos en el grupo NHX
de transportadores CPA1 junto con las proteinas AtNHX1 y AtNHX2;

mientras que el transportador LeNHX2 forma parte del subgrupo Clase 1II
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(Figs. A6 y R2). Experimentos de sobrexpresion de AtNHX1 en plantas
transgénicas han puesto de manifiesto la implicacion de este transportador
en la tolerancia de las plantas a la salinidad (Apse et al 1999, Zhang et al
2001). Puesto que LeNHX3 y LeNHX4 estan cercanos a las proteinas
AtNHX1 y 2 es posible que, al igual que éstas ultimas, tengan un papel en la
tolerancia a la salinidad. Por esta razon en este trabajo se han estudiado en

profundidad estas proteinas.

Estudios de expresion en plantas. Como ya se ha mencionado en los
antecedentes cientificos de este trabajo, el crecimiento de las plantas en
condiciones de estrés salino depende de la adecuada translocacion y
redistribucion de Na* y K* en los distintos tejidos de la planta. Puesto que los
transportadores NHX intervienen en la acumulacién de Na* y K¥, hemos
estudiado el patron de expresion de los genes LeNHX, a fin de evaluar su
papel en la respuesta a la salinidad en tomate. Las isoformas LeNHX1,
LeNHX 2 y LeNHX 3, al igual que AtNHX1 y AtNHX2 (Yokoi et al 2002, Shi
y Zhu 2002; Apse et al 2003), parecen tener una expresion similar en raices,
tallo, hojas, flores y frutos en ausencia de estrés salino (Fig R3, R6-R9).
LeNHX4 mostr6 una expresion diferencial en los distintos tejidos,
encontrandose altamente expresado en flores y frutos (Fig R3), lo que podria
estar relacionado con una funcidn especifica de esta proteina. También las
isoformas LeNHX2 y LeNHX3 mostraron niveles de expresion algo mas
elevados en flor (Fig R3). El alto nivel de expresion de estas isoformas

LeNHX en conocidos sumideros de potasio como son frutos o flores, donde
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el crecimiento es dependiente de la expansion celular, indica un papel de las
mismas en la acumulacion de K* vacuolar. Del mismo modo, la proteina
InNHX1 de Ipomea Nil fue encontrada principalmente en flores, donde
determina su color por cambios en el pH vacuolar (Fukuda et al 2004b) y la
proteina VVNHX1 de uvas, muestra altos niveles de expresién en fruto
maduro, donde parece estar implicada en la acumulacion de K* y la
extension vacuolar durante la maduracion (Hanana et al 2007).

Se ha demostrado que especies de tomate relativamente tolerantes a la
salinidad acumulan mas sal en la parte aérea que algunas especies mas
sensibles. En este trabajo se ha comparado la especie de tomate silvestre
tolerante a la salinidad Solanum pimpinelifolium con la especie cultivada
sensible S. lycopersicum cv. Volgogradskij. Estudios previos habian
demostrado que la mejor adaptacion al estrés salino de la especie tolerante
estd asociada al mantenimiento de influjos de Na* y K* mas altos, lo que
posibilitaria un ajuste osmotico mas rapido (Guerrier 1996). Esta mayor
acumulacion de Na* o K* en la especie tolerante comparada con la sensible
podria estar relacionada con la induccidon por NaCl de la expresion de algan
transportador de tipo NHX. En esta tesis hemos confirmado los resultados de
Guerrier (1996), comprobando que la especie Solanum pimpinelifolium es mas
tolerante a la salinidad que la especie S. lycopersicum cv. Volgogradskij, ya
que los tratamientos salinos utilizados no afectan significativamente al
crecimiento de la especie tolerante y si al de la especie sensible (Fig R4, Tabla
R2). En respuesta a estrés salino, ambas especies acumulan Na’,

fundamentalmente en la parte aérea, especialmente en los tallos (Fig R5). En
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concordancia con los resultados de Guerrier (1996), hemos encontrado que la
especie tolerante Solanum pimpinelifolium acumula mas Na* que la especie
sensible S. lycopersicum cv. Volgogradskij, tanto en tratamientos salinos de
corta duracién, como en tratamientos salinos de larga duracién (Fig R5). En
la especie tolerante se acumula mas Na* en raiz que en la especie sensible en
respuesta a un estrés salino. La especie tolerante ademas mantiene niveles de
K* mds altos en raiz en respuesta a estrés salino que la especie sensible,
mientras que en ésta ultima los niveles de K* son mads altos en tallo.
Posiblemente en la especie tolerante parte del K* de la parte aérea pueda ser
sustituido por Na*, disminuyendo asi la necesidad de transportar K* desde la
raiz hacia la parte aérea.

En general, las isoformas NHX estudiadas se inducen por estrés salino
con un patrén similar en las especie sensible y tolerante, si bien los niveles de
induccion son mas elevados en la especie tolerante, sugiriendo la implicacion
de los transportadores NHX en la mayor acumulacion de Na* en la especie
tolerante (Figs R6, R7, R8 y R9). La isoforma LeNHX2 se expresan
fundamentalmente en raiz y se induce de manera significativa en
condiciones de estrés salino (Fig R7); mientras que LeNHX4 se inducen por
NaCl sobre todo en parte aérea (Fig R9) y LeNHX1 y LeNHX3 aumentan su
expresion a nivel de la planta entera en condiciones de estrés salino (Figs R6
y R8). LeNHX2 se induce fuertemente en raices de la especie tolerante, y
podria estar implicado en el mayor contenido en Na* y K* en raices de S
pimpinelifolium en condiciones de estrés. La expresion de la isoforma

LeNHX4 tiene tendencia a disminuir con el estrés salino en tallo, sobre todo
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en la especie tolerante, mientras que se induce fuertemente en hojas. El gen
LeNHX3 solamente se induce por estrés de 7 dias. Todos estos resultados
indican funciones especificas para cada isoforma en tejidos distintos en
respuesta al estrés salino. La mayor induccién por sal de los genes LeNHX y
la mayor acumulacién de Na* y K* en la especie tolerante estan en
concordancia con el papel fundamental que pueden jugar los genes LeNHX
en la respuesta al estrés salino mediante acumulacion en vacuolas de Na* y
K*. Zahran y colaboradores (2007) también demostraron una correlacion
positiva entre la acumulacion de Na* y la expresion de genes NHX. Estos
autores, detectaron una mayor acumulacién de Na*en la leguminosa glicofita
Medicago intertexta que en la especie halofitica relacionada Melilotus indicus
cuando ambas eran cultivadas en condiciones de salinidad, demostrando que
el fenotipo sensible acumulador se asociaba a una inducciéon por NaCl de la
expresion de transportadores NHX. Comparando variedades de maiz que se
diferencian en su tolerancia a sal, se ha observado que los transcritos de NHX
son sOlo inducidos en las raices de una variedad conocida por excluir Na* de

la parte aérea (Zorb et al 2004).

Estudios de complementacion en levadura. Se ha demostrado que los genes
NHX de plantas pueden complementar la sensibilidad a sal provocada por la
disrupcion del gen SCNHX1 en levadura (Gaxiola et al 1999; Quintero et al
2000; Venema et al 2003). Ademas, la disrupcién del gen ScNHX1 causa
sensibilidad a higromicina, lo que estaria relacionado con un papel de

ScNHX1 en la regulacion del pH endosomal y biogenesis de la vacuola y
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prevacuola (Mukerjee y col 2006). Se ha demostrado que la expresién de
AtNHX1 en levadura complementa esta sensibilidad a higromicina (Fig R10;
Gaxiola et al 1999; Quintero et al 2000), lo que sugiere que las proteinas NHX
de plantas podrian tener un papel similar a SCNHXI1. En este trabajo también
hemos demostrado que LeNHX2 y LeNHX4 también complementan los
fenotipos causados por la disrupcion de ScNHX1, lo que sugiere que estas
proteinas podrian tener una funcién similar a la descrita para AtNHX1 (Fig
R10). Sin embargo, LeNHX1 y LeNHX3 no complementan la sensibilidad a
Higromicina (Fig R10). En el caso de LeNHX1 tampoco hemos podido
demostrar la presencia de la proteina en microsomas de levadura, lo que
podria deberse a errores en la secuencia del gen LeNHX1 expresado en la
levadura, que provocan la ausencia o la degradacion de la proteina. Para
solventar este problema, se han clonado LeNHX1 y LeNHX3 varias veces a
partir de la genoteca, pero siempre se han obtenido los mismos resultados.
Sin embargo, no se puede descartar que los problemas sean debidos a errores
en las secuencias presentes en la genoteca. S5i se pudo demostrar la presencia
de la proteina LeNHX3 en microsomas de levadura (Fig R16) y aunque no
complementaba la sensibilidad a higromicina, se observd que conferia un
pequeno incremento en la tolerancia a NaCl a la cepa de levadura AXT3 (Fig
R11). Se obtuvieron los mismos resultados cuando se expreso en levadura la
proteina LeNHX3 desprovista de la cola de histidinas.

La regulacion del pH por transportadores NHX probablemente
depende mas del K* que del Na*, menos relevante fisioldgicamente. En este

sentido, la actividad de intercambio K*/H* parece ser un rasgo universal de
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los transportadores NHX intracelulares (Brett et al 2005; Mukerjee et al 2006).
Asi, el hecho de que cepas de WXI1 transformadas con LeNHX2 y LeNHX4
sean capaces de crecer a concentraciones de hasta 700 mM de KCl, nos lleva
a pensar que puede actuar como antiportadores K*/H* en vacuolas o
prevacuolas (Fig R12).

Por otro lado se detectd que ningun gen de la familia NHX de tomate
podia complementar el fenotipo causado por la disrupcién de ScCKHA1 en
levadura (Fig R13). SCKHA1 es un antiportador de la familia CPA que ha
sido localizado en la membrana del Golgi, donde catalizaria el intercambio
K*/H*y estaria implicado en la tolerancia a un déficit de K* en condiciones de
pH alcalino (Ramirez et al 1998; Maresova y Sychrova 2005).

Se ha comprobado mediante western blot, utilizando un anticuerpo
que reconoce el epitopo presente en la cola de histidinas, que LeNHX2, 3 y 4
se pueden expresar en levaduras (Fig R16). LeNHX3 y LeNHX4 tienen un
tamafio similar a la proteina AtNHXI1, pero son ligeramente mas pequenas
que LeNHX2. Puesto que todos los antiportadores tienen un ntmero de
aminodcidos similar, esto se deberia a modificaciones postraduccionales,
como indica también la apariencia difusa y en varias bandas de las proteinas
LeNHX3 y 4 o AtNHX1 en los experimentos de inmunodeteccion (Fig R16).
Ello podria estar relacionado con la ausencia de complementacion por parte
del LeNHX3. Sin embargo, este fendmeno podria representar un artefacto de
la expresion en levadura, puesto que los mecanismos de modificacion
postraduccional pueden ser distintos en levaduras y plantas. Asi mismo es

posible que la falta de complementacion por LeNHX3 esté causada por la
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ausencia de otros mecanismos de regulacion de la actividad de esta enzima
en levadura, o por ausencia de expresidon en los compartimentos correctos
(Fig R21).

La cola de histidinas parece afectar a la complementacion en levadura
en el caso de LeNHX2, pero no de LeNHX4 (Figs. R14 y R15). Sin la larga
cola V5-H6 del vector pYES-DEST52, la proteina LeNHX2 es mas activa que
LeNHX4, mientras que la complementacion es similar en presencia del fag.
Esto podria indicar que el extremo C-terminal de LeNHX2 estd implicado en
la regulacion de la actividad de este transportador y que LeNHX4 esta
presente en un estado poco activo, posiblemente provocado por la ausencia
de mecanismos de regulacion de la actividad de este transportador en

levadura.

Determinacion de la actividad de intercambio Cation/H* de las proteinas
NHX de tomate expresadas en levadura. Los transportadores NHX de
tomate expresados en levadura, se purificaron y reconstituyeron en
liposomas, al objeto de evitar interferencias con otros transportadores de
iones en las medidas de actividad. Se utilizaron proteinas provistas del tag
corto de histidinas (RGSH10) con el fin de interferir lo menos posible con la
actividad de las enzimas. Los resultados obtenidos respecto a la actividad de
AtNHX1 y LeNHX2 confirmaron los obtenidos en estudios previos (Venema
et al 2002, 2003). Asi, observamos una actividad de intercambio Na*/H* y
K*/H* similar para la proteina AtNHXI, mientras que la proteina LeNHX2

exhibid sobre todo actividad de intercambio K*/H* (Fig R28). LeNHX2 es el
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unico transportador NHX de Clase-Il de plantas cuya actividad se ha
determinado, habiéndose sugerido que interviene en la regulacion del pH
endosomal y la homeostasis de K* (Venema et al 2003). Al igual que
AtNHX1, otros antiportadores de Clase-I, como VvNHX1 muestran una
afinidad similar para K* y Na* cuando la actividad se determina en
membrana vacuolar de levadura que expresa el transportador de plantas
(Hanana et al 2007).

Comparado con LeNHX2 o AtNHX]1, la actividad de LeNHX4 y, sobre
todo, LeNHX3, es muy baja (Fig R28). En este sentido, la actividad de los
antiportadores se correlaciona bien con los resultados obtenidos en los
estudios de complementacion, ya que tanto LeNHX3 como LeNHX4 son
menos eficientes que LeNHX2 provisto del tag RGSH10 (Fig R10-R12, R14,
R15). LeNHX4 cataliza el antiporte Na*/H* y K*/H* con similar afinidad (Fig
R18) y aunque su actividad es mas baja que la de AtNHX1, la afinidad para
Na*y K*es mas alta en el caso de LeNHX4, con valores de Km de 69 y 55 mM
para el Na* y K¥, respectivamente, que en el caso de AtNHX1, con valores de
Km de 129 y 126 mM para el Na* y K*, respectivamente.

Para las proteinas LeNHX2 y LeNHX4 se determiné la especificidad
ionica con mayor detalle. De acuerdo a resultados ya publicados, la actividad
de LeNHX2 era mas alta en presencia de K* que en presencia de Na*.
También de acuerdo con datos publicados, las actividades en presencia de
Cs* y, sobre todo, Li* eran mucho mads bajas para la proteina LeNHX2 (Fig.
R19). Cabe destacar la baja actividad de LeNHX2 en presencia de Rb*, ya que

el Rb%* ha sido utilizado como andlogo del K* para el estudio del transporte
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de este idn por las proteinas NHX (Numata et al 2001, Brett et al 2005). En
cuanto a LeNHX4, también ocurre que la actividad en presencia de Li* o Cs*
es mas baja que en presencia de Na* o K*, aunque las diferencias son mas
pequenas (Fig. R19). Se puede afirmar que la familia de proteinas NHX
intracelulares catalizan un relativamente no-especifico antiporte K*/H* y
Na*/H*, siendo este antiporte menos especifico para el Na* que el de las

proteinas NHE de la membrana plasmatica.

Localizacion subcelular de LeNHX2, LeNHX3 y LeNHX4. Los estudios de
expresion transitoria en células epidérmicas de cebolla mostraron la
localizacion de LeNHX2 en pequenas vesiculas, lo que es indicativo de una
ubicacién prevacuolar o endosomal (Fig R20) y, aunque la localizacién exacta
no ha sido atin determinada, claramente difiere del patrén observado para
AtNHX1 o AtNHX2, que estan presentes en la membrana vacuolar (Yokoi et
al 2002). El modelo de localizacién determinado para la proteina LeNHX2 era
idéntico al observado para AtNHX5 (Pardo et al 2006). Estos resultados
confirman los obtenidos en los estudios inmunolocalizacion de LeNHX2 por
western blot en membranas de levadura, en los que se observo el
cofraccionamiento de la proteina LeNHX2 funcional con los marcadores de
Golgi y los marcadores prevacuolares (Venema et al, 2003). Estas
observaciones indican que las proteinas NHX de Clase II de plantas tienen
una localizacion endosomal/prevacuolar similar a la observada para otras
proteinas NHX de distinta procedencia (Pardo et al 2006). Asi, se ha descrito

una localizacion prevacuolar de la proteina de levadura ScNHX1, lo que
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sugiere que ScNHX1 y LeNHX2 podrian tener funciones similares en
levadura y en tomate, respectivamente. Esta funcion seria diferente a la de
las isoformas humanas NHE6 y NHE9 encontradas en endosomas de
reciclaje (Brett et al 2005, Nakamura et al 2005) y NHE7 y NHES localizadas
en vesiculas del trans o mid-trans Golgi (Numata y Orlowski 2001;
Nakamura et al 2005).

En el caso de LeNHX4, los estudios de expresion transitoria en las
células epidérmicas de cebolla muestran una localizacion de la fluorescencia
de LeNHX4:GFP (GFP fusionado en el extremo C-terminal) restringida al
contorno de la célula, excepto en sitios donde el tonoplasto esta separado de
la periferia de la célula por el ntucleo. Ademads, se ha observado que las
membranas transvacuolares que atraviesan la célula también presentan
fluorescencia (Fig R24). Estos resultados demuestran la localizacién vacuolar
de LeNHX4, pues la gran vacuola de las células epidérmicas determina que
la mayor parte del citoplasma se restrinja a una capa delgada periférica. Los
estudios de localizacion de LeNHX4 han mostrado un modelo de
localizacién subcelular similar al descrito para AtNHX1 y ATNHX2 (Apse et
al 1999; Quintero et al 2000; Yokoi et al 2002), con lo que se puede afirmar
que LeNHX4 es un antiportador de tonoplasto que probablemente funciona
en la acumulacion vacuolar de iones, necesaria para la regulacion del
volumen de la célula y la detoxificacion del Na* citosolico.

La expresion transitoria LeNHX4 con GFP fusionado en el extremo N-
terminal daba lugar a una fluorescencia uniforme a nivel del citoplasma,

indicando que la proteina estaba presente en el citoplasma (Fig R26). Ello
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podria explicarse en base a un papel del extremo N-terminal de LeNHX4 en
el reconocimiento del lugar al que se debe anclar la proteina transportadora,
de forma que al fusionarse GFP al extremo N-terminal de LENHX4 se
impediria la insercion del transportador en la membrana. Por otra parte, es
posible que la proteina de fusién no presente una conformacién estable. La
degradacion de la proteina daria lugar a la liberacion de GFP de la parte N-
terminal. Cabe destacar que tampoco hemos podido detectar las proteinas
LeNHX3 y LeNHX4 provistas de un tag de histidinas N-terminal en
microsomas de levaduras que expresan estas construcciones, lo que indica
que la correcta conformacién del dominio N-terminal es fundamental para la
expresion estable de las proteinas NHX.

En el caso de LeNHX3, los experimentos de localizaciéon con
LeNHX3:GFP (GFP unido al extremo C-terminal) no han sido concluyentes,
ya que en la mayoria de los casos la expresion de la proteina de fusion
parecia ser toxica dando lugar a células muertas (Fig R23). Solamente en un
caso se han obtenido imagenes de una célula transformada en que se ha
podido detectar fluorescencia. Estas imagenes indican que la proteina se
encuentra en el aparato de Golgi (Fig R21), en analogia a las isoformas NHE?7
y NHE8 humanas (Numata y Orlowski 2001; Nakamura et al 2005). Esta
localizacion podria ser un artefacto producido por anomalias en el
procesamiento de la proteina de fusidn, que ademads causarian la toxicidad

de dicha proteina (Figs. R21-23).
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Expresion de LeNHX2 en Arabidopsis. Aunque el gen LeNHX2 expresado
en levadura mejora la tolerancia a la salinidad, en nuestro laboratorio se ha
demostrado que las células de levadura que expresan LeNHX2 acumulan K*
y no Na* en compartimentos intracelulares y que esta proteina cataliza el
intercambio K*/H* in vitro (Venema et al 2003).

Para analizar mas profundamente la funcion de LeNHX2 en Ia
tolerancia a la salinidad y nutriciéon de K* en plantas, en este trabajo hemos
llevado a cabo estudios de sobrexpresion en Arabidopsis y de silenciamiento
génico en tomate.

Mediante analisis por western blot de membranas microsomales se ha
confirmado que el transportador LeNHX2 expresado en Arabidopsis tiene el
mismo tamafo molecular que el detectado en levaduras que expresan este
gen (Fig. R28; Venema et al 2003). La actividad de transporte ionico de
LeNHX2, determinada en vesiculas de membranas intracelulares purificadas
a partir de microsomas de raices de plantas A. thaliana transgénicas (Fig R29)
confirma los resultados obtenidos en proteoliposomas reconstituidos con
LeNHX2 purificado de microsomas de levadura (Venema et al 2003). Ambas
observaciones permiten concluir que LeNHX2 principalmente cataliza el
antiporte K*/H*. En la fraccion de endomembranas aislada de las plantas
transgénicas, la actividad de intercambio K*/H* es aproximadamente el doble
de la actividad detectada en la fraccion de endomembranas de las plantas
control, mientras que el intercambio Na*/H* es sélo un 30 % mayor (Fig
R2%). En términos absolutos, la actividad de intercambio K*/H* se

incrementa dos veces mds que la actividad de intercambio Na’/H* en
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vesiculas obtenidas de plantas que sobreexpresan LeNHX2 con respecto a las
plantas control. Se puede concluir entonces que la proteina LeNHX2
funciona principalmente como un antiporte K*/H* en plantas, aunque sin
dejar de considerar que la expresion heterologa del gen podria modificar la
selectividad ionica. El hecho de que la actividad antiporte sea mayor en
membranas de plantas transgénicas que en las de plantas control indica que
LeNHX2 esta presente de una forma significativa como proteina funcional en
la fraccion de membranas subcelulares aislada. Todos estos resultados
indican que no hay diferencias en la localizacion y caracteristicas moleculares
de la proteina LeNHX2 expresada en levadura y en plantas y refuerzan la
hipétesis de que LeNHX2 estd implicado en la regulacion del pH y de la
concentracion de K+ intracelular o endosomal, teniendo un efecto indirecto
sobre la tolerancia a la salinidad a través del control que ejerce sobre los
parametros anteriores.

Las plantas de Arabidopsis thaliana que sobreexpresan el antiportador
LeNHX2 crecian igual que las plantas control en medio MS (Fig R30) pero en
condiciones limitantes de K, el crecimiento estaba algo inhibido (Fig. R31,
Tabla R3). Ello podria ser debido a que cuando la disponibilidad de K* es
baja (100 uM de KNOs), las concentraciones de K* vacuolar tienden a
disminuir para mantener la concentracion de K* citoplasmatico mediante
eflujo de K* de la vacuola (Walker et al 1996). En estas condiciones, el
transporte de K* desde el citosol a compartimentos intracelulares por la
proteina LeNHX2, provocaria un déficit de K* en el citoplasma de las plantas

transgénicas que tendria consecuencias negativas sobre el crecimiento de las
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mismas. El efecto negativo de elevadas concentraciones de K* sobre el
crecimiento de Arabidopsis thaliana ya habia sido observado por Zhu vy
colaboradores (1998), quienes habian puesto de manifiesto que cuando
plantas de 4 dias eran transferidas a medios MS suplementados con 125 mM
de KCl, se producia una inhibicion del crecimiento radicular en torno al 50 %
después de 7 dias. El hecho de que en las plantas de Arabidopsis que expresan
LeNHX2 el efecto inhibitorio de 100 mM de KNOs sobre el crecimiento sea
inferior al observado en las plantas controles (Tabla R4) indica que estas
plantas controlan mejor la homeostasis de K*, de forma que cuando los
niveles de K* externos son elevados, la proteina LeNHX2 podria transportar
el exceso de este ion a compartimentos intracelulares donde quedaria
almacenado, manteniéndose asi la concentracion de K* citoplasmatica.
También se observd que las plantas transgénicas que sobrexpresan LeNHX2
presentan mayor tolerancia al estrés salino que las plantas control no
transformadas (Fig.. R32, Tablas R5 y R6). La mayor capacidad de acumular
K* de las plantas transgénicas seria beneficiosa en condiciones de estrés
salino, ya que permitiria el ajuste osmaotico de las células y el mantenimiento
de un potencial hidrico mas bajo, favoreciendo una mayor toma de agua en
condiciones salinas (Lohaus et al 2000). Se puede afirmar como conclusién
que las plantas transgénicas sobreexpresoras de LeNHX2 son mas tolerantes
al estrés salino y son capaces de acumular mas K* (fig R33). Como las plantas
que sobreexpresan LeNHX2 también presentan una mayor actividad de

intercambio Na‘*/H* a nivel de endosomas, la mayor tolerancia a sal podria
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ser también consecuencia del secuestro del Na* en el interior de

endosomas/prevacuolas.

Silenciamiento de LeNHX2 en tomate. Para silenciar el gen LeNHX2, se ha
usado un fragmento de 613 pares de bases del extremo C-terminal, ya que
este fragmento muestra una homologia solo de entre un 47-50 % con el resto
de miembros conocidos de la familia de LeNHX. Por tanto, no es previsible
que los fenotipos observados en las plantas silenciadas sean debidos al
silenciamiento inespecifico de otras isoformas de NHX, distintas a LeNHX2
(Kumar et al 2006). No obstante, LeNHX2 es muy similar a los antiportadores
endosomales AtNHX5 y AtNHX6 de A. thaliana, con un 72 y un 70 % de
identidad, respectivamente, por lo que no se puede excluir la posibilidad de
que el fragmento usado para silenciar este gen en tomate cause ademas el
silenciamiento de alguna isoformas endosomal de LeNHXs no conocidas.

Se han obtenido un total de 14 transformantes primarios
independientes (T0), pudiéndose observar una correlacion clara entre el
grado de silenciamiento del gen LeNHX2 y el crecimiento general de las
plantas (Fig. R38). Comparadas con plantas control, las plantas que
mostraron un alto grado de silenciamiento eran extremadamente sensibles a
la solucién de sales de riego, por lo que ésta que diluirse 1/8 para regar las
plantas silenciadas. El empleo de soluciones nutritivas no diluidas dio lugar
al marchitamiento de las plantas silenciadas, lo que sugiere que el
silenciamiento del gen podria conducir a alteraciones en la homeostasis

ionica. La mayor parte de plantas que presentan un fuerte silenciamiento de
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la expresion de LeNHX2 no produjeron o produjeron muy pocos frutos
(Tabla R7). En sélo un caso se pudieron obtener plantas T1 de una linea
fuertemente silenciada, en las cuales se confirmaron los efectos del
silenciamiento de LeNHX2 sobre el crecimiento general de la planta (Fig.
R39). Los fenotipos observados en las plantas silenciadas indican que
LeNHX2 juega un papel fundamental en el desarrollo de la planta, afectando
a su crecimiento y a la produccion de frutos y semillas. Estudios fisiologicos
han mostrado que el K* juega un papel importante en la carga y descarga del
floema, estimulando el transporte de nutrientes hacia tejidos sumidero,
especialmente en tomate, donde el K* es esencial para el desarrollo y la
produccion de frutos (Usherwood, 1985; Marschner, 1995). En este sentido, la
perturbacién de la homeostasis de K* podria explicar el fuerte efecto que
tiene el silenciamiento de LeNHX2 sobre la formacién de frutos.
Precisamente el hecho de que el silenciamiento de LeNHX2 afectara de
forma considerable a la producciéon de frutos y semillas, dificulto la
evaluacion de la sensibilidad al NaCl en las lineas fuertemente silenciadas y
sOlo fue posible realizar este estudio en plantas moderadamente silenciadas
de la generacion T1. Utilizando estas plantas, se demostré que el
silenciamiento de LeNHX2 incrementa la sensibilidad al estrés por NaCl,
como se observa al comparar el peso fresco de hojas y tallos de plantas

silenciadas y plantas control (Tabla R8 y Fig R42).
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1.- Se han identificado dos nuevos antiportadores NHX de tomate,
comprobandose que ambos complementan la sensibilidad a higromicina y
NaCl de mutantes de levaduras con una disrrupcién en SC(NHX1

2.- Los antiportadores LeNHX2 y 4 muestran actividad de antiporte K*'/H* y
Na*/H*. La afinidad para Na y K de LeNHX4 es similar a la observada para
AtNHX1, por lo que podria tener una funcién similar.

3.-LeNHX4 tiene una localizacion similar a AtNHX1 y 2 en tonoplasto;
mientras que LeNHX3 parece estar localizado en Golgi y LeNHX2 se expresa
en pequenas vesiculas alrededor de las vacuolas.

4.- LeNHX2 confiere tolerancia a la salinidad cuando se expresa en
Arabidopsis. Las plantas de tomate que expresan construcciones para el
silenciamiento de LeNHX2 muestran alteraciones en el desarrollo, en la
produccion de frutos y semillas y son sensibles al estrés salino.
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Secuencias de los antiportadores LeNHX3 v LeNHX4

LeNHX3

El gen LeNHX3 se identifico por Nested PCR utilizando la genoteca de pelos
radiculares como descrito en Material y Metodos. Los Cebadores utilizados
fueron:

Clonacion de la parte 5°:

Koli 86: TCCCATTTTCAAGGTGCCCAA
Koli 88: TGATATCAAGGTGCCAACTGC

Clonacién de la parte 3':
Koli 85 TGACGGGCAATTTTGATCGGA
Koli 87 GTCCATTACTGCCCTTGTTAT

Cebadores anidados del vector Bluescript:

Bluescript-R : 5-ACT AAA GGG AAC AAA AGC TGG
Bluescript-F : 5-AAT ACG ACT CAC TAT AGG GCG
Bluescript-R3: 5-CCG CTC T AG AAC TAG TGG ATC
Bluescript-F2: 5-CTA TAG GGC GAA TTG GGT ACC

Las secuencias de los cebadores estan basadas en las secuencias de los ESTs.
En algunos casos esta secuencia no coresponde a la secuencia final obtenido,
debido a erores en las secuencias publicadas de los ESTs. Estos bases estan
indicado en rojo en los cebadores (Koli 86).

Los fragmentos obtenidos por los PCR utilizando los pares de cebadores 85-R
y 87-R3 asi como F-86 y F2-88 se clonaron en el vector pSTBlue-1 y se
secuenciaron los insertos como descrito en Material y Metodos, para
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determinar la seccuencia completo del gen. Finalmente se amplifico el gen
completo de la genoteca con cebadores especificos y se clono el producto en
pENTR-D/TOPO.

Secuencia vector genoteca EcoRl1
TTCCTTTCACTTTGATTCTCAATTTTTAATTTTCAATTATTTCTTACTGAATTCTGCTTTTGTTCAAGTTTTGATGATTT
€

Nested PCR Koli 85 ->
GACGGGCAATTTTGATCGGK%TATTGGAGTTTGTTTGAATTGGAAATAAGGTTTCCAAAGAGGAAACTTGTTCGAAAAT

Codon de iniciacion

1 ATG GTG TTT GAC TTT GGG ACG CTG GTG GCA AGT TTG AAC AGA TTA
45

1 M V F D F 66 T L V A S L N R L
15

46 TCA ACT TCT GAT CAT CAA TCT GTT GTG TCG ATT AAC TTG TTT GTT
90
16 S T S D H Q S V V s 1 N L F V
30

91 GCA TTA ATC TGC GCG TGT ATT ATT ATC GGT CAT CTA CTC GAG GAA
135

31 A L I c A C I I I G H L L E E
45

Nested PCR Koli 87 ->
136 AAT AGA TGG ATG AAT GAG TCC ATT ACT GCC CTT GTT AT[C GGT CTT
180
46 N R W M N E S | T A L \Y, | G L
60

181 TGC ACT GGA GTT GTC ATT CTA CTA ATA AGT GGA GGA AAG AAC TCA
225

61 c 1T G V V 1 L L 1 S G G K N S
75
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226
270
76
90

271
315
91

105

316
360
106
120

361
405
121
135

406
450
136
150

451
495
151
165

496
540
166
180

541
585
181
195

586
630
196
210

328

CAT ATT TTA GTC TTC

GAT CTT

TTC TTC ATT

TAC CTT CTT

CAG GTG AAA

Q VvV K

<- Koli 88
GCA GTT GGC

AV G

Nested PCR
IACC TTG ATA TCA TTC

Koli 86

Nested PCR

TAC CTT

GAA ATT GGA

CAA GTG CTT AGT CAG

Q V L S 0

TTT GGG GAA GGT GTT

F G E G V

AAT GCT GTC CAG AAC

N A V Q N

AAT

GAC

D

ACA CCC

T P

GAT GCC

D A

TTA TCT

L S

TTA CTA TAC

L L Y

ACA TCT GTA

T S V

CAT ATC AAC

H | N

AGT CTA GTT

S L VvV

GTT CTG TTC

Vv L F

ACA AGC AAA

T S K
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631
675
211
225

676
720
226
240

721
765
241
255

766
810
256
270

811
855
271
285

856
900
286
300

901
945
301
315

946
990
316
330

991
1035
331
345

1036
1080
346
360

GCT

ACC

ATA

TTC

ATG

ACC

TTC

TGG

CcC

P

CTG

ATC

GTG

TAT

TCT

ACC

ATA

AGA

ATA

GAA

TTA

CTC

ATA

TTA

CAC

AAG

TTC

TTT

CTG

TTA

GGG

TAC

CTT

AGT

TAC

CAC

CTT

GTA

TTG

GTT

GTT

TTT

ATG

GCA

ACC

GCT

TAT

AGC

GGT

GGA

GTT

GGA

GCT

ATC

TGG

TTT

GTT

GAC

CTT

AAT

GCT

AGG

TAC

CTC

CAT

GCT

GGT

AGC

GTT

TTT

GGT

CAC

CTA

ACT

AAT

ACA

ATG

CCA

TTG

CTG

CTA

TCT

TCT

GTG

GTG

TTA

GAT

CAA

GTT

TAC

CTG

ACT

TAC

TTT

ACT

TCA

GCT

TTA

GGA

TTG

AGC

GAC

ATG

TTC

GAG

TTT

TTG

TCA

AGG

TTT

GCC

CGT

CTT

TCT

AGC

ATT

GAC

GTT

GCA

GCG

TAT

GAG

GCT

GGG

TCA

GCT

ATT

CAA

GCA

TCG

ATA

GTT

GAA

ATC

AGA

GAA

GAG

GTT

TTT

AGC

ATT

GCT

TTA

GTG

GTC

ATA

AAG

AGC

GTC
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1081
1125
361
375

1126
1170
376
390

1171
1215
391
405

1216
1260
406
420

1261
1305
421
435

1306
1350
436
450

1351
1395
451
465

1396
1440
466
480

1441
1485
481
495

1486
1530
496
510

330

TTC

GAG

CTT

ACC

ACA

TTG

CAC

TTC

CTG

TCA

S

ccC

AGG

ATG

AGG

AGT

ATG

TTG

ATC

GGC

ACA

CTG

ATT

CGA

GGA

ACT

ACA

ACC

GTG

CCA

CCA

TCA

AGC

GGT

GGC

ATC

AGA

CCA

AAT

TCT

TTT

TTT

GCT

CAT

ACT

CCT

ATG

CTT

GTA

CAC

TTG

AAC

GTT

ACT

GTT

TTA

ATC

CTT

CCC

ACT

TCC

CAG

TCA

CAG

GTC

ATC

TCT

GAA

CGT

GTG

AAC

CAA

GTG

TTA

CTT

AGA

TCT

AGT

CCcC

CAT

TTG

ATC

GGT

CGT

TTC

TTA

GAA

ACA

CAT

CGT

ATG

ATA

CTT

GCC

AGC

TTG

CCG

CAA

AGT

TAC

AAG

ATA

GCT

AAT

ACA

CAA

ACG

GAC

TTG

TGG

AAG

TGG

TAT

GCC

GGG

CCcC

ACC

TCA

CGT

AGA

TCT

TGG

AAT

ATA

GTA

TCA

CCA

GAA

ATG

CCG

GCT

CAG

ATG

TTC

CCA

GCT

CTC

TTT

GAG

GGA

TTT

ATC

GGG

TCC

GAT

CTA

GAC



Anexo |

1531 AAC GCA TTC ATG CGT CCC GTT TTC GGT GGA CGA GGT TTT GTT CCT
1575

511 N A F M R P Vv F G G R G F Vv P
525

1576 TTT GTT CCA GGA TCA CCA ACG GAA CCA AGT GGT CAT TAA 1614
526 F Vv P G S P T E P S G H *

TTGCATTGCTGGATATGCAGATTACAGAAAATCATTTGTGTCTTGGG

(No se determind por completo la secuencia 3-prime UTR del fragmento
amplificado con los cebadores koli 87 y R3, ya que por alguna razon se
trunco la lectura).

LeNHX4

El gen LeNHX4 se identifico por Race-5"y Race-3'a partir del EST 405060. La
parte 5'tambien se identifico a partir del EST 553877 por Race-5° como
descrito en Material y Metodos. Los Cebadores utilizados fueron:

Koli 102: 5-GGAGGGGTGTCTCATCCTGATGTAGG Race-5
Koli 103: 5-TCACTCATGGGGGACACACTCAACTG Race-3'
Koli 104: 5-CCTTCAGAGTCCTCTCGACTGCCTAG Race-5

Los fragmentos obtenidos por los Race se secuenciaron como descrito en
Material y Metodos, para determinar la seccuencia completo del gen.
Finalmente se amplifico el gen completo del cDNA con cebadores especificos
y se clono el producto en pENTR-D/TOPO.

SECUENCIA:

5-prime UTR-TCTTCTCCATTTTTGGGAGCAATTTCACGACGAAAACTCGAAGCAG
ACAAATATTTGAACTTTACTTTTGCACTTTTCTCTTCCCATTTTTCTTTTTCTTTTTCTGGTTTC
AGAAAGTTTTGAGGATTTGTAATATTTTTTCTGCTCTGTTTTGCGGCGCTTTCAGAATGCAATTA
TATTGGTGAAAGGCGCTGGAAGCTTTTTTGTTTGCATTGAAGATTGACATGACCGGAGCTAATCG
CAATGAAAACTTGGTGAAGTTGAAACAAAGTTGGTGAACTGTTGTATTACAAAGTGGCAAAAGTG
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Codon de iniciacion
ATG GCT TCT

1
45
1
15

46
90
16
30

91
135
31
45

136
180
46
60

181
225
61
75

226
270
76
90

271
315
91

105

316
360
106
120

361
405
121
135

406
450
136
150
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GGT

GCA

AAC

GGT

CAC

CCT

TTT

ACC

TTC

A

ACT

CTC

CGC

ACA

CTT

CCA

TTC

CTG

S

TCA

CTT

TGG

GGA

TTG

ATC

GTG

GTC

GTG

GAT

TGT

GTT

GTG

GTT

ATA

AAC

TCA

CTG

CAT

GCT

AAT

GTT

TTC

TTT

TTC

TGT

GCT

GCT

TGC

GAG

ATC

AGT

AAT

ATG

GCC

TCT

TCT

ATT

TCC

TTG

GAA

GCA

ACT

ATT

CTG

GTT

ATC

ATT

CTT

GAT

GGG

ATA

ATA

TTC

TTT

GCA

ATT

ACT

GTA

CTC

TTC

ATG

TCA

CTA

CCA

TCT

GGT

GCC

AGT

TTT

CAG

CTG

TTA

GAT

ATC

CAT

CTC

GGT

TTC

GTA

TTC

GGT

CTG

AAC

CTC

ATA

GGA

ATA

GGA

GCC

GGA

CTC

TTG

ATT

AAG

TAT

AAG

GCC

ATT

TCT

TTT

GAG

GGT

AGC

CTA

AAG

ATT

CAA

TTG

GTG

GAG

TTG

TCA

CTT

CAA

GGT

ACT
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451
495
151
165

496
540
166
180

541
585
181
195

586
630
196
210

631
675
211
225

676
720
226
240

721
765
241
255

766
810
256
270

811
855
271
285

856
900
286
300

GCA ATT GGA GCA ATA TTT GCT GCC ACA GAT TCC GTC

TTG

Cebador reverso para Race-5" (Koli 102)
CAG GT|IC CTA CAT CAG GAT GAG ACA CCC CTC (T TAC

AGT
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ACT

901 ACT ACA AGG CAC ACT TTT GCA ACT TTG TCA TTT CTT GCA
945
301 T T R H T F A T L S F L A
315
946 TTC CTC TTC CTC TAT GTG GGC ATG GAT GCT TTG GAT ATC
990
316 F L F L Y \Y G M D A L D |
330
991 TGG AAA TTT GTT GGT GAC AGG CCT GGA TTA TCA ATT TCC
1035
331 W K F \Y G D R P G L S | S
345
1036 TCG ATA CTG ATG GGA CTA ATC TTG TCT GGG GAG AGC TGC
1080
346 S | L M G L | L s G E S C
360
————— € —————— EST405060 -——=——————=D

1081 TTT TCC ATT ATC ATA CTT ATC CAA CTT AAT GAA GAA ATC
1125
361 F S | | | L | Q L N E E |
375
1126 AGA AAA AAT ACC TTT AGG CAG CAA GTG ATA ATA TGG TGG
1170
376 R K N T F R Q Q V 1 1 W W
390
1171 TTG ATG AGA GGC GCA GTG TCC ATG GCA CTG GCA TAT AAT
1215
391 L M R G A V S M A L A Y N
405

Cebador Forward para race-3~ (Koli 103)
1216 |ACT CAT GGG GGA CAC ACT CAA CTG CAG GAC AAT GCA ATA
1260
406 T H G G H T Q L Q D N A |
420
1261 ACC AGC ACG ATA ACC ATT GTT CTA TTC AGC ACA ATG GTA
1305
421 T S T | T | v L F S T M V
435
1306 CTA ATG ACA AAA CCC CTT ATA AGT CTC CTG CTG CCA CCA
1350
436 L M T K P L | s L L L P P

450
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1351 CAA TTG AGT ACA GTG TCA TCA GGT GCA AAT ACT CCT AAG TCT CTA
1395

451 Q L s T VvV s s G A N T P K S L
465

Cebador reverso para race-5"(Koli 104)

1396 ACA GCC CCA CTC| CTA GGC AGT CGA GAG GAC TCT GAA GGT GAT TTA
1440

466 T A P L L G S R E D S E G D L
480

1441 AAT GTC CCA GAT CTT CCT CAC CCA CCA AGT TTG AGG ATG CTA CTT
1485

481 N V P D L P H P P S L R M L L

495

1486 ACC GCA CCA AGT CAT AAA GTG CAT CGG TAC TGG CGC AAG TTT GAC
1530

496 T A P S H K V H R Y W R K F D

510

1531 GAT GCA TTC ATG CGC CCT ATG TTT GGT GGT CGG GGA TTT GCT CCT
1575

511 D A F M R P M F G G R G F A P

525

1576 CCT GCT CCT CGT TCT CCA ACG GAA CAC GGT CCA TGA 1611
526 P A P R S P T E H G p =

3-prime UTR
TGTGCACTAGAAAAATGAAATTGATGTAAAAAAGGAAGTCGCCAAGGGACGTCCAGGGAA
TCCTAAAGATTCTGTGTACACAATTGCTGACAGCTTCACCAGCAAAATCCCCTCATTTGC
AGTGGTGGATTTACGAAACGGTGAAGCTCTGGCTGACAACGGCGAGTATGTAAGTTAATC
CTGAAAATGGCAATATCTCTATTCAAACTTATTGTAAATTTTGGCTGCTTAAATGTTGCC
ATCTTCTTTTTGCGTGGTGTGGTATTTATATATATCCCATTTGTAATGTTTTATGAAGTT
GAGAAAGAAATAATTGTCATAGAGTCATTTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAA
PolyA
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	1.3.1. Germinación de semillas y cultivo de plantas de Arabidopsis
	Las semillas de Arabidopsis thaliana (0,1 g) se desinfectaron mediante la incubación con 1 ml de etanol al 70% durante un minuto y, posteriormente, con 1 ml de una solución de hipoclorito sódico comercial al 70% conteniendo 20 μl de Tween 20, durante 5 minutos. Seguidamente, las semillas se lavaron 3 veces con agua destilada estéril y se sembraron en placas Petri de 9 cm de diámetro a razón de 50 semillas por placa. Las placas contenían medio de germinación compuesto por los macro y micronutrientes del medio MS (Murashigue y Skoog, 1962), 1% de sacarosa y 0,7% de agar, ajustándose el pH a 6,2 con KOH previamente al autoclavado del medio a 120 oC durante 20 minutos. Una vez sembradas las semillas, éstas se incubaron a 4 oC en oscuridad durante 48 horas y, posteriormente, a 21 oC durante 3 semanas, con un fotoperiodo de 16 h de luz / 8 h de oscuridad y una intensidad lumínica de 150 μmol m-2s-1. La manipulación de las semillas se realizó en una cabina de flujo laminar horizontal. Las plántulas de Arabidopsis cultivadas durante 21 días en placas Petri fueron transferidas a semilleros conteniendo vermiculita previamente autoclavada a 120 oC durante 20 minutos. Estas plántulas se mantuvieron en los semilleros durante tres semanas más, al objeto de permitir la floración y fructificación, siendo regadas cada dos días con una solución nutritiva conteniendo los macro y micronutrientes del medio MS. Se mantuvieron las mismas condiciones lumínicas y de temperatura que las utilizadas para la germinación y cultivo in vitro de las plántulas en placas Petri.
	Las plantas de Arabidopsis se cultivaron también en hidropónico. Para ello, las semillas desinfectadas se germinaron en puntas de pipeta de 200 l selladas (Norén et al 2004), conteniendo la solución mineral basal descrita por Cellier y colaboradores (2004) y 0.7 % agarosa, con el pH ajustado a 6,0 con NaOH o KOH. Después de 10 días de cultivo en las mismas condiciones de iluminación y temperatura descritas para los cultivos en placas Petri, las plántulas eran transferidas a cubetas de 3 l (40 plántulas por cubeta) e incubadas 4 semanás más en la misma solución nutritiva, que era renovada dos veces por semana durante las dos primeras semanas y cada dos días durante las dos últimas semanas, al objeto de evitar contaminaciones. Las condiciones de cultivo en el sistema hidropónico fueron: 200 mol·m-2·s-1, 12 h luz/12 h oscuridad, 21 oC
	1.3.2. Germinación de semillas y cultivo de plantas de tomate
	Las semillas de tomate se desinfectaron mediante inmersión durante 5 minutos en hipoclorito sódico comercial diluido al 50% en agua destilada estéril. Transcurrido este tiempo, las semillas se lavaron tres veces en agua destilada estéril, la primera durante 5 minutos, y las otras dos durante 10 minutos. A partir de estas semillas se produjeron plántulas in vitro que fueron utilizadas en los experimentos de transformación genética. Para ello, una vez esterilizadas, las semillas se germinaron in vitro en tubos de ensayo conteniendo medio de germinación (GM) compuesto por los macro y micronutrientes del medio MS, 1% de sacarosa y 0,7% de agar, ajustándose el pH a 6,2 con KOH previamente al autoclavado del medio a 120 oC durante 20 minutos. Después de 2-4 días en oscuridad a 24 oC, las plántulas se transfirieron a una cámara de cultivo donde se incubaron también a 24 oC con un fotoperiodo de 16 horas de luz/8 h de oscuridad e iluminación de 140 µmol m-2s-1. Las plántulas se mantuvieron en estas condiciones durante aproximadamente dos semanas, hasta que el primer par de hojas se encontraba expandido. En ese momento se aislaron los cotiledones, que se utilizaron para los experimentos de transformación. A partir de los cotiledones transformados se regeneraron in vitro plantas completas, las cuales se transfirieron a semilleros conteniendo una mezcla 1:1 de suelo (Compo Sana® Universal) y vermiculita y, cuando alcanzaron un porte adecuado, se pasaron a macetas de 5 litros conteniendo suelo (Compo Sana® Universal). Las plantas transferidas a macetas se cultivaron en invernadero a 26 0C hasta alcanzar la fructificación, regándose cada dos días con solución de riego (Tabla M6).
	Las plantas de tomate también fueron cultivadas en sistema hidropónico. En este caso, las semillas desinfectadas se incubaron en placas Petri sobre un papel de filtro estéril empapado en agua también estéril, a 28 oC y en oscuridad hasta que emergía la radícula (aproximadamente dos días). Las semillas germinadas se transferían entonces a cajas de plástico (13x13 cm) conteniendo arena de cuarzo esterilizada a razón de 15 semillas por caja. Las plántulas se cultivaron en este sistema en invernadero a 26 oC hasta alcanzar el estado de cuatro hojas, regándolas cada dos días con una dilución 1/10 de solución nutritiva  Hoagland (Hoagland y Arnon 1950). Posteriormente, las plántulas se transfirieron a cubetas de 3 litros, a razón de 6 plántulas por cubeta. En estas cubetas las plantas se cultivaron durante 7 días en una dilución 1/10 de solución para cultivo hidropónico (Hoagland y Arnon 1950) y durante 14 días en una dilución 1/4 de la misma solución (Tabla M6). En el caso de plantas transformadas, previamente al cultivo hidropónico se realizó una selección mediante cultivo in vitro en medio de germinación compuesto por los macro y micronutrientes del medio MS y 200 mg/l de Kanamicina. 
	Tabla M6. Soluciones nutritivas utilizadas para el cultivo de tomate
	Plántulas de 4 hojas seleccionadas en medios con antibiótico se transfirieron a las cajas con arena de cuarzo, regándolas durante 1 semana con una dilución 1/10 de solución Hoagland y durante otra semana con una dilución 1/8. Las plantas se transfirieron entonces a las cubetas de 3 l (4 plantas / cubeta), siendo cultivadas dos semanas más en una dilución 1/8 de solución Hoagland. Las soluciones nutritivas utilizadas para los cultivos hidropónicos estuvieron sometidas a aireación continua y se renovaron cada 2-3 días para evitar contaminaciones. Las condiciones de cultivo fueron: iluminación de 140 µmol m-2s-1, fotoperiodo de 16 horas de luz/ 8 horas de oscuridad.
	Tabla M8. Protocolo general de PCR
	2.1.2. Separación de fragmentos de ADN por electroforesis en geles de agarosa
	Para separar fragmentos de ADN se han utilizado geles horizontales de agarosa preparados en tampón TBE 0,5x (Tris/borato 45 mM, EDTA 1 mM), conteniendo bromuro de etidio (0,4 μg/ml) para visualizar las bandas a la luz ultravioleta. En los casos en los que se requirió la extracción de los fragmentos de ADN del gel para procesamiento posterior (clonaje, secuenciación, etc), se utilizó tampón TAE 1x (Tris/acetato 40 mM, EDTA 0,1 mM), ya que el borato y las altas concentraciones de EDTA pueden inhibir reacciones enzimáticas posteriores. La concentración de agarosa en los geles fue de 0,7 a 2 %, dependiendo del tamaño del ADN a separar. Las muestras se prepararon en tampón de carga (sacarosa 50 % (p/v), Azul de Bromofenol 0,25 %, EDTA 0,1 M). La separación electroforética se realizó en el mismo tampón utilizado para la preparación del gel, a un voltaje entre 80 y 100 V.
	2.1.3. Extracción y purificación de ADN de geles de agarosa
	Tabla R4. Pesos fresco y seco de plantas de A. thaliana control y transgénicas cultivadas durante 6 semanas en medio MS modificado respecto a la concentración de K+ (100 mM de NO3K). Los resultados, expresados en g o mg / 5 plantas, son media ± desviación estándar de 3 experimentos independientes, con 3 réplicas por experimento. Valores seguidos de diferentes letras difieren significativamente. (Test de Duncan P=0,05) 
	 
	Tabla R5. Pesos fresco y seco de plantas de A. thaliana control y transgénicas cultivadas durante 6 semanas en medio MS suplementado con 50 mM de NaCl. Los resultados, expresados como g o mg / 5 plantas son media ± desviación estándar de 3 experimentos independientes, con tres réplicas cada uno. 
	Tabla R6. Pesos fresco y seco de plantas de A. thaliana control y transgénicas cultivadas durante 6 semanas en medio MS modificado para la concentración de K+ (100 µM de NO3K) y suplementado con 50 mM de NaCl. Los resultados, expresados en g o mg / 5 plantas son media ± desviación estándar de 3 experimentos independientes, con tres réplicas cada uno. 
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