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Introduccion y Objetivos

La homeostasis idnica es un aspecto clave en la tolerancia al estrés salino ya que
constituye un mecanismo global que conlleva el mantenimiento en el citosol de una alta
razén K'/Na", resultado de la exclusion de iones Na' (y CI) a través del plasmalema y
su compartimentacion en la vacuola, asi como la regulacion de de los procesos de
transporte implicados en la reabsorcion de Na' por el xilema y floema de la planta
(transporte de Na" a larga distancia). Ademas, estos procesos regulan indirectamente la
homeostasis de K" bajo condiciones salinas, en una gran medida, debido a la
participacion de diferentes transportadores de Na“. A nivel molecular, el control de
dicho proceso tiene lugar por la accion concertada de transportadores primarios y
secundarios ubicados en dichas membranas que estan bajo el control de un mecanismo
de transduccion de la sefial de estrés que coordina dicha respuesta a nivel de célula,
tejido y organismo.

En Arabidopsis, se ha descrito una nueva ruta reguladora dependiente de Ca®"
gobernada por los genes SOS que controla la homeostasia del Na” y K" intracelular y el
transporte de Na' a larga distancia, y que determina la tolerancia de esta planta a la
salinidad. Sin embargo, la relevancia que esta ruta tendria en la tolerancia a la salinidad
en las especies horticolas es practicamente desconocida porque no se han estudiado los
genes SOS ortologos. Por otro lado, el estudio de procesos tan importantes como la
reabsorcion de sales por las células del tallo, que afecta fuertemente al transporte de Na"
a larga distancia y su distribucion diferencial en las hojas mas viejas, resulta
practicamente inabordable en Arabidopsis por la extrema cortedad de su tallo. Es por
esto, por lo que el tomate constituye un modelo vegetal mas adecuado para esta
investigacion, no s6lo por cumplir dichos requisitos sino también por su gran diversidad
genotipica en relacion a la tolerancia a la salinidad y por su fécil transformacion, asi
como por la disponibilidad de gran cantidad de informacion de los proyectos de
secuenciacion de ESTs a gran escala que pueden ayudar a la identificacion funcional de
genes de interés.

Como objetivo general del presente trabajo se propone la identificacion de los
ortdlogos de estos genes en tomate (SISOS) y su caracterizacion funcional en sistemas
heterdlogos como levaduras y Arabidopsis. Asimismo, se pretende la caracterizacion
funcional in planta del antiportador Na'/H" de membrana plasmatica, SISOS1, mediante
la supresion de su expresion. Este estudio contribuird al conocimiento de las bases

moleculares de la tolerancia a la salinidad de Solanaceas, y a su mejora genética, ya que
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permitira identificar factores de halotolerancia que pueden ser transferibles o

seleccionables en plantas cultivadas.
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Antecedentes cientificos
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Antecedentes cientificos

Al. La salinidad como factor ambiental de estrés

A.1.1. Descripcion del problema

La salinidad del suelo es uno de los factores ambientales que incide mas negativamente
en la productividad agricola y limita el uso potencial de nuevas areas de cultivo (Munns
2005, Munns y Tester 2008). El 40 % de la superficie mundial corresponde a regiones
aridas y semidridas caracterizadas por ser suelos secos debido a la escasez de lluvias,
temperaturas extremas y una alta velocidad de evaporacion, donde la produccion
agricola depende fuertemente de la irrigacion. En estas condiciones, el efecto
acumulativo del uso continuado de aguas que contienen sales disueltas, unido a una gran
velocidad de evaporacion y la baja capacidad de lixiviacion de algunos suelos, asi
como el uso de elevadas cantidades de fertilizantes en ciertas areas de cultivo y de la
penetracion del agua del mar en zonas costeras y marismas, ocasionan el fenémeno de
salinizacion de los suelos (Munns 2005). Ademas, la demanda de agua de alta calidad,
debido tanto al incremento de la poblacion humana como el desarrollo industrial,
conlleva el uso cada vez mas frecuente de aguas de baja calidad en la agricultura, de
forma que la sobreexplotacion de acuiferos esta produciendo la salinizacion del suelo,
por intrusion de agua de mar, lo que agrava el problema tanto desde el punto de vista
ecoldgico como econdmico.

Se calcula que un 40 % del area mundial dedicada a regadio, estd afectada por la
salinidad, especialmente aquellas mas productivas, como California, el sur de Asia y
gran parte del area mediterranea. Dentro de esta ultima, algunas de las zonas mas
afectadas son las marismas del Sur, Almeria, Murcia, Alicante y Valle del Ebro, asi
como toda la franja atlantica de la costa marroqui (FAO 2008). Por todas estas razones,
la salinidad de suelos y aguas constituye una verdadera amenaza para la agricultura,
puesto que la mayoria de las plantas cultivadas, entre ellas el tomate, se ven afectadas

en mayor o menor medida por este factor ambiental.

A.1.2. Susceptibilidad de las plantas a la salinidad
La salinidad de los suelos esta mayoritariamente determinada por el NaCl, aunque
también puede haber cantidades considerables de otras sales como Na;SO4, CaSO4, MgCl,
y Na,COs (Zhu 2002). La toxicidad de cada i6n varia segun la planta: el ClI" es el

, . ;. . . + ’ J
componente toxico para citricos y soja mientras que el Na' resulta mas toxico para la
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mayoria de las plantas cultivadas (Munns y Tester 2008 y sus referencias). El
crecimiento de las plantas se afecta negativamente cuando la concentracion de sales
alcanza un valor umbral, a partir del cual, dicho efecto puede variar dentro de un amplio
rango, en funcion de la capacidad genética de las especies, estadio de desarrollo,
interacciones ambientales y tipo de i6n (Foolad 2007). En funcién de las concentraciones
umbrales que son capaces de soportar sin sufrir dafios aparentes, después de 1 a 6 meses de
cultivo en condiciones salinas, las plantas se han clasificado en diferentes grupos (Tabla
Al, Greenway y Munns 1980). El tomate cultivado pertenece a un grupo de sensibilidad
intermedia, aunque puede haber una variacion interespecifica e intraespecifica con la
existencia de especies y de variedades cultivadas que presentan una tolerancia diferencial a
la salinidad, abarcando un amplio rango de sensibilidad al estrés por este factor, y en las
que la altura del tallo y el crecimiento de la hoja fueron los parametros de crecimiento mas
afectados (Cuartero et al. 1992, Perez-Alfocea et al. 1993, Cuartero y Fernandez-Mufioz
1999, Cuartero et al. 2006).

Tabla Al. Clasificacion de las plantas segun su capacidad de soportar altas
concentraciones de NaCl sin daiio aparente (Greenway y Munns 1980).

Grupos Umbral de dafio Especies

Grupo 1. Haléfitas

IA. 400 mM NaCl Suaeda maritima, Atriplex
nummularia

Ig. >200 mM NaCl  Atriplex hastata, Spartina
towsendii

Grupo 11. Haléfitas y Glicofitas

Tolerantes

11,. Halofitas monocotileddneas 200 mM NaCl Festuca rubra, Puccinella
peisonis. Gossypium,

IIs. Glicofitas Hordeum

Intermedias >100 mM NaCl  Solanum

Sensibles <100 mM NaCl Phaseolus, Glycine

Grupo 111 Glicéfitas Muy sensibles <50 mM NaCl  Citricos, Aguacates, Frutales
de hueso
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A.1.3. Efecto negativo de la salinidad sobre el crecimiento de las

plantas

El efecto negativo de la salinidad sobre el crecimiento de las plantas se debe a la
combinacion de los siguientes efectos (Greenway y Munns 1980, Hasegawa et al. 2000,
Zhu 2002): a) el estrés hidrico causado por el potencial hidrico més negativo del medio
que rodea a la raiz (estrés hiperosmotico), que provoca una pérdida del turgor; b) la
toxicidad idnica especifica asociada normalmente a la excesiva absorcion de iones Na"
y CI'; ¢) la perturbacion de la nutricién mineral causada por el exceso de Na'™ o CI', que
conduce a una menor absorcion o a una alteracion de la distribucion de iones esenciales
como el K', Ca*, nitrato o fosfato; d) el estrés oxidativo secundario debido a la
generacion de especies de oxigeno reactivas (ROS).

Estos efectos negativos dan lugar, en plantas mas o menos sensibles, a una amplia
variedad de respuestas tales como la reduccion del turgor, inhibicion de las funciones de
membrana, determinadas actividades enzimaticas, produccion de radicales libres,
disminucion de la fotosintesis, induccion de deficiencias i6nicas o la interferencia del CI'
con los sitios anidnicos implicados en el ligamiento de ARN y de metabolitos anidonicos
como bicarbonatos, carboxilatos y azucares fosfatos. De otro lado, el Na' puede
interferir con los sitios catidénicos implicados en el ligamiento de K, Ca*" y Mg2+. La
consecuencia general de todos estos efectos es la reduccion del crecimiento, que en caso de
extrema severidad del estrés, puede llevar a la muerte de la planta. Diferentes autores han
recopilado esta multitud de manifestaciones fisiologicas, bioquimicas y moleculares en
plantas cultivadas bajo condiciones salinas (Greenway y Munns 1980, Shannon et al. 1994,
Serrano y Gaxiola 1994, Serrano 1996, Serrano et al. 1999, Hasegawa et al. 2000, Zhu
2002, Munns 2002, y 2005, Botella et al. 2005, Shabala y Cuin 2007, Yeo 2007, Munns y
Tester 2008, Tuteja 2008).

A diferencia de las plantas halofitas, las glicofitas reducen rapidamente su crecimiento
bajo condiciones salinas, afectindose mds la parte aérea que la raiz (Greenway y Munns
1980). En tomate (Snapp y Shannan 1992), maiz (Cramer et al. 1988) y algodon (Cramer y
col. 1985), se ha observado que el crecimiento de la raiz puede resultar igualmente
afectado que la parte aérea. Actualmente, se acepta que el efecto negativo de la salinidad
sobre el crecimiento sigue un modelo bifasico (Fig. A1, Munns 1993, 2002, y 2005,
Munns y Tester 2008), consistente en la inhibicion en una fase muy temprana, por una

reduccion del suministro de agua debido a un efecto osmotico inespecifico de las sales, que
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se continia en una fase mas tardia (dias, semanas, dependiendo de la especie), por un
efecto i6nico especifico, a causa de la alta concentracion intracelular de iones Na' y CI,
que provoca dafios a nivel celular y acelera la senescencia de las hojas. Aqui, la velocidad
de muerte de la hoja es crucial para la supervivencia de la planta, ya que si la velocidad de
produccion de nuevas hojas es mayor que las que mueren habré suficiente capacidad de
fotosintesis como para mantener el crecimiento y desarrollo de la planta hasta la
produccion de flores y frutos, aunque a un nimero reducido. Si dicha velocidad es menor,

la planta no sobrevivira para producir semillas (Munns 2005).

A. Incremento en la B. Incremento en la tolerancia C. Incremento en la tolerancia a
tolerancia al estrés osmético al estrés ionico ambos estreses
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Figura Al. Respuesta en dos fases del crecimiento de las plantas al estrés salino. Una
respuesta rapida al incremento en la presion osmotica (fase osmotica), y una respuesta
mads lenta debido a la acumulacion de Na" en las hojas (fase ionica). La linea sélida verde
representa el cambio en la velocidad de crecimiento después de la adicion de NaCl. A. La
linea discontinua verde representa la respuesta hipotética de una planta con un
incremento de la tolerancia al componente osmotico del estrés salino. B. La linea
discontinua roja representa la respuesta de una planta con un incremento de la tolerancia
al componente ionico del estrés salino. C. La linea verde y roja representa la respuesta de
una planta con un incremento de la tolerancia a ambos componentes del esrés salino.
Tomado de Munns y Tester (2008).

Ha existido siempre una gran controversia acerca de la causa primaria responsable de
la disminucion del crecimiento de plantas glicofitas por la salinidad en esta primera fase
osmotica. Algunos autores han sugerido que este efecto rapido tiene lugar primariamente
en la raiz (Neumann et al. 1988, Munns 1993, Ortiz et al. 1994). El crecimiento de la parte
acrea estaria regulado por el estatus hidrico de la raiz, mediado por sefiales quimicas, como
el acido abcisico y citoquininas inducidas por el efecto osmético del estrés salino (Davies

y Zhang 1991), aunque también se ha postulado que dichas sefiales son de naturaleza
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hidraulica (Kramer 1988). En contraste con el concepto de la raiz como sensor primario
del estrés salino, otros autores habian mostrado en maiz una inhibicion de la elongacion de
las hojas, independientemente de la raiz (Cramer y Bowman 1991). Dicho efecto
inhibitorio sobre la parte aérea, estaria localizado en los tejidos en crecimiento y no en las
hojas maduras, merced a una disminucion del turgor, derivado del déficit hidrico causado
por el componente osmotico del estrés (Thiel y col. 1988, Cramer y Bowman 1991).
Alternativamente, se ha propuesto como causa primaria una alteracion en la nutricién de
las células del meristemo apical de la parte aérea (Lazof'y Lauchli 1991).

Algunos autores han indicado que la salinidad podria afectar el crecimiento de las
plantas al disminuir la cantidad de fotosintatos que llegan a la zona de crecimiento, via
reduccion de la fotosintesis por unidad de aérea de hoja, o de su transporte por el floema
(Greenway y Munns 1980). Sin embargo, se ha demostrado que la inhibicion del
crecimiento bajo condiciones salinas era mucho mayor que la inducida sobre la capacidad
fotosintética por unidad de area de hoja, lo que indicaba que la accion sobre la fotosintesis
no era la causa primaria (Cheeseman 1988).

Muy recientemente se ha descrito en tomate, que la fase osmotica del estrés salino
promueve la senescencia de la hoja previo a la masiva acumulacion téxica de Na™ debido a
cambios hormonales, como la acumulacion de ABA, disminucion de IAA, y una fuerte
reduccion de citoquininas, siendo el precursor de etileno, ACC, la sefial mas importante
que se correlaciona con el momento del dafio oxidativo, que precede a dicha acumulacion
masiva de Na' (Ghanem et al 2008, Albacete et al 2009).

Otro de los efectos primarios del estrés salino sobre el crecimiento se habia atribuido a
un dafio en las membranas celulares ejercido por el componente i6nico del estrés, como
resultado de una alteracion de la estructura y funcionalidad de las mismas, a través de
cambios inducidos en sus componentes lipidicos y/o protéicos (Brown y Dupont 1989,
Belver y Travis 1990, Hurkman 1992, Rodriguez Rosales et al. 1999). Este dafio en las
membranas explicaria la alteracion en procesos tales como fotosintesis, respiracion y
absorcion y transporte de nutrientes minerales (Lduchli y Epstein 1990). Se habia
postulado que una accion toxica rapida del estrés salino sobre las membranas podria
provenir del desplazamiento por el Na® de los iones Ca’" asociados a la membrana
plasmatica y otros sistemas endomembranarios (Lynch y Léauchli 1988, Lynch et al.
1989). Ello tendria como consecuencia una alteracion de la homeostasis del Ca®"
intracelular y constituiria la respuesta primaria de las células de las raices al estrés

salino, lo que explicaria la gama de alteraciones observadas en respuesta a la sal
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(Lauchli y Epstein 1990, Rengel 1992). Asimismo, este efecto explicaria la proteccion
del Ca®* de los efectos adversos de la salinidad sobre las plantas (Lauchli y Epstein
1990).

Actualmente, el papel relevante del Ca*" en la tolerancia a la salinidad es explicable
por su accion inhibitoria sobre los canales de cationes no selectivos (NSCC) que
previene la entrada de Na™ en la planta (Demidchik y Tester 2002, Tester y Davenport
2003), sobre el eflujo de K* inducido por Na', a través de los canales conocidos como
KORC (K" outward-rectifying channel), que previene la pérdida de K (Shabala et al.
2006), asi como en el contexto de su funcion como segundo mensajero celular. A este
respecto, la evidencia acumulada indica que el estrés salino es percibido por la planta
por un sensor de naturaleza desconocida, que dispara el incremento de la concentracion
de Ca* citosolico, activando una cascada de reacciones de
fosoforilacion/desfosforilacion que implicaria a diferentes proteinas quinasas y
fosfatasas dependiente de este ion. Esta respuesta, a su vez, regularia una bateria de
proteinas implicadas en la tolerancia a la sal de manera que una persistencia del estrés
que llegara a superar los mecanismos homeostaticos de defensa, ocasionaria todos los
efectos negativos asociados a la salinidad (Vinocur y Altman 2005, Mahajan et al. 2008,
Fig. A2). Algunos de estos aspectos seran tratados en al apartado 2.1.2. en el contexto
de la regulacion de la homeostasis de Na” y K por la ruta SOS.

Cualquiera que sea la causa primaria implicada en este estrés abiotico, la disminucion
del crecimiento en condiciones salinas parece tener connotaciones adaptativas, puesto que
parte de la energia usada normalmente en el crecimiento y desarrollo, se desvia hacia
procesos de mantenimiento de los mecanismos involucrados en la tolerancia al estrés, tales
como la regulacion de las concentraciones intracelulares de iones, sintesis de solutos
organicos compatibles y el mantenimiento de la integridad de las membranas (Hasegawa et

al. 2000, Yeo 2007).
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Figura A2. Complejidad de la respuesta de las plantas a estreses abioticos, mostrando
la ruta genérica de la transduccion de la sefial de estrés. El estrés salino primario como
otros estreses abioticos induce un estrés osmotico y oxidativo. Dichas sefiales de estrés
son detectados por sistemas sensores o de percepcion que conducen internamente a través
de las cascadas de traduccion, a la activacion génica y/o metabolica de las proteinas
efectoras encargadas de la respuesta al estrés y conlleva en una planta tolerante al
restablecimiento de la homeostasis celular. Tomado de Vinocur y Altman (2005).

A.2. Tolerancia de las plantas a la salinidad
Las plantas pueden adoptar dos tipos de respuestas adaptativas frente a la salinidad. Por un
lado, las que se engloban en un mecanismo de evitacion, mediante el desarrollo de
funciones y estructuras celulares que protegen de dichas condiciones. Por otro lado, un

mecanismo de tolerancia mediante el cual las células adaptan sus funciones para que

puedan operar con altas concentraciones intracelulares de sales. Con frecuencia, en las
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plantas se dan simultaneamente estos dos tipos de respuesta (Greenway y Munns 1980).
De hecho, ambas denominaciones suelen confundirse bajo el nombre genérico de
mecanismos de tolerancia y, a lo largo de este trabajo, se seguiran utilizando sin distincion.
La homeostasis i6nica a nivel de planta completa requiere una coordinacion precisa entre
los mecanismos celulares y los que operan a nivel intercelular, en tejidos y organos. A
nivel celular, los mecanismos de tolerancia a la salinidad descansan sobre varios aspectos
interrelacionados, ya referidos anteriormente (Shannon et al. 1994, Serrano 1996, Tester y
Davenport 2003, Vinocur y Altman 2005, Munns 2005, Fig. A3):

a) el mantenimiento del equilibrio osmotico en relacion con el tonoplasto y con el
medio externo, requiere la sintesis en el citoplasma de solutos organicos compatibles
(prolina, sacarosa, azucares, etc.);

b) el mantenimiento de la homeostasis i6nica, es decir, el control de la absorcion de
iones a nivel del plasmalema y su compartimentacion intracelular (vacuolas), de manera
que se mantengan las concentraciones de iones en el citoplasma dentro de un rango de 100
a 200 mM de K, 1 a 30 mM Na“ y CI" y 100 a 200 nM Ca*", requiriéndose una alta
selectividad para el K* sobre el Na*, del Mg®" sobre el Ca*", y del fosfato sobre el cloro o
el nitrato;

¢) la capacidad de reparacion del dafo, de secuestrar ROS y de proteger estructuras
celulares sensibles mediante el incremento de la sintesis de proteinas con funcion
antioxidante y chaperona (Fig. A2);

d) y un apropiado y coordinado sistema de transduccion de la sefial de estrés, en la que
una serie de moléculas (segundos mensajeros) deben regular bien, via metabolica, a las
proteinas efectoras implicadas en el transporte idnico, mantenimiento del turgor, o la
detoxificacion de ROS, o bien a través de la expresion de los genes que las codifican (Fig.
A2, Chinnusamy et al. 2005, Vinocur y Altman 2005).

A nivel de organismo, las plantas han desarrollado un amplio rango de cambios
anatomicos y fisiologicos para el control del transporte de iones y agua y su distribucion a
nivel de tejidos y del organismo entero. De acuerdo con el modelo conceptual de
transporte de agua y solutos a nivel de raiz (De Boer y Volkov 2003, Fig. A4), la absorcion
de iones y agua en este organo tiene lugar primariamente en el plasmalema de las células
epidérmicas y corticales de la raiz. Posteriormente, son transportados, via simplasto, a
través de los plasmodesmos de células adyacentes, hasta las células de la estela, siendo
finalmente, liberados a los vasos del xilema, via apoplasto, a través del plasmalema de las

células de la estela o, directamente, desde las células parenquimaticas del xilema. La ruta
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apoplastica, otra via de entrada de agua e iones, estd formada por el entramado de las
paredes celulares de las células de la raiz. Esta ruta, de difusion pasiva, y por tanto, no
selectiva, puede interrumpirse, a partir de la zona de diferenciacion de la raiz, por la
presencia de zonas suberinizadas en las paredes de las células de la endodermis (banda de
Caspary), restringiendo el paso de iones y agua, forzando la entrada al simplasto de la

estela a través del plasmalema de estas células.

Citoplasma

pH 7.2-7.4
-120 mV
K+ (80-100 mM): Na*( <30 mM)
Cl-(<30 mM):
solutos osmocompatibles

K*>Na*——"— pH 4.5-5.5 . .
-90 mV intercambio
—— ——
—— K*/Nate——mn00n
H+
Vacuola
Organato——— NO;3, Pi, Na*, CI,
Ca?*, organato-
Nat> Ké—————
K*>Na* Nat>K*
Cl-

Figura A3. Mecanismos de tolerancia de las plantas a la salinidad a nivel celular, mostrando
la compartimentacion intracelular de iones y solutos y ajuste osmotico.

En el contexto de la planta entera, la toxicidad del Na' se ha asociado con su grado
de acumulacion en la parte aérea (hojas) en plantas glicofitas, por lo que han
desarrollado una estrategia de exclusion de iones a nivel de la raiz (Tester y Davenport
2003, Yeo 2007). La capacidad de exclusién de Na* viene dada por el control del flujo
neto de absorciéon de Na', que resulta del balance entre el flujo unidireccional de entrada
y el eflujo de salida al medio, asi como del control de su translocacion a la parte aérea,
resultado de su deposicion en las vacuolas de las raices o en las células proximales del

tallo evitando su acumulacion en las hojas (Apse y Blumwald 2007).
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Figura A4. Esquema general de transporte de agua e iones a nivel de la planta entera
mostrando las diferentes rutas de control de la selectividad del K" en relacién al Na'.

Una segunda estrategia, propia de plantas glicofitas tolerantes y halofitas descansa
en la tolerancia de los tejidos vegetales al Na', esencialmente de las hojas, y esta basada
en una adecuada regulacion de la velocidad de absorcion de los iones por la raiz y su
translocacion a la parte aérea, donde la compartimentacion subcelular evita la toxicidad
i0nica, al tiempo que contribuye significativamente al ajuste osmotico, lo que requiere
que la capacidad de compartimentar el Na" en las vacuolas de tallos y hojas vaya
asociada a un crecimiento sostenido de las mismas (Apse y Blumwald 2007, Munns y
Tester 2008).

A nivel radicular, los mecanismos que controlan la absorcion selectiva de iones y su
compartimentacion intracelular gobiernan la tolerancia relativa a la salinidad (Cheeseman
1988, Niu et al. 1995 Tester y Davenport 2003). La absorcion por las raices de grandes
cantidades de iones Na“ y CI provoca la alteracién de la absorcién y, por tanto, del
contenido de otros iones, particularmente K™ y Ca®" (Tester y Davenport 2003 y sus
referencias), resultando de especial importancia en la tolerancia a la sal, el mantenimiento

de la selectividad entre el K™ y el Na" en el citoplasma (Greenway y Munns 1980, Shannon
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et al. 1994, Mathuis y Atmann 1999). El control de la selectividad K'/Na" parece
establecerse a nivel del plasmalema y del tonoplasto de las células epidérmicas y corticales
de la raiz, que son las que controlan la absorcion selectiva de iones y su
compartimentacion celular (Fig. A4, Tabla 2, Munns 2002).

Otro punto de control de la selectividad K'/Na" se establece a nivel del plasmalema de
las células parenquimaticas del xilema, responsable de la carga activa de iones en el
xilema, y por tanto, de la concentracion relativa de iones que llega a la parte aérea por la
corriente xilematica (Munns 2002). En muchas especies glicofitas, con altas razones
K'/Na" en partes aéreas, la liberacion preferente de K en el xilema o la reabsorcion de Na*
de la savia xilematica, conduce a una mejora en la selectividad K'/Na'. Concretamente, en
legumbres, existe un mecanismo de exclusion de Na™ de la parte aérea basado en el
intercambio Na'/K " en las células parenquimaticas del xilema, con apariencia de células de
transferencia, a nivel de las partes proximales del tallo y de la raiz (Fig. A4, Liuchli y
Epstein 1990). Este mecanismo de exclusién de Na' de las hojas confiere tolerancia a una
salinidad de intensidad y duracion moderada, ya que las capacidades de almacenamiento
de estas células son rapidamente saturadas (Lauchli y Epstein 1990).

A nivel foliar, los mecanismos de respuesta al estrés salino son también complejos vy,
probablemente, presentan una mayor variacion entre especies. De igual forma que en la
raiz, los mecanismos de transporte a través del plasmalema y tonoplasto de las células de la
hoja son los responsables ultimos de la distribucion de solutos a nivel intracelular y de
tejido (Niu et al. 1995). Para evitar la acumulacion excesiva de sales en tejidos
fotosintéticos, algunas plantas acumulan diferencialmente el NaCl en determinadas zonas
de la hoja, o en hojas maduras o lo recirculan en direccion a las raices (Jeschke 1984,
Tester y Davenport 2003). En plantas halofitas pueden encontrarse adaptaciones
anatomicas especiales que evitan dicha acumulacion. Por ejemplo, en Suaeda maritima se
produce un fenomeno de suculencia, que no es mas que un mecanismo de dilucion de
sales, en funcion de un aumento en la razoén vacuola/citoplasma, tamafio celular y de una
alta velocidad de crecimiento (Munns 1993). Un mecanismo alternativo que se da en este
tipo de plantas, es la formacion de estructuras acumuladoras de sales en superficies
epidérmicas de hojas y tallos, que excretan al exterior a través de la cuticula, por medio de
glandulas de sal o, que la acumulan en células "ampollas" que rompen al exterior una vez

saturadas (Jeschke 1984).
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A.2.1. Mantenimiento de la homeostasis ionica.

A.2.1.1. Transportadores implicados en la homeostasis de Na" y K"

Como se ha mencionado anteriormente, un aspecto clave de la toxicidad por Na' es su
competicion por los sistemas de absorcion de K', lo que resulta en una deficiencia
nutricional de K y una perturbacion del potencial osmotico de la célula, tanto por la
elevada concentracion de Na' externa, como por la disminucion de la concentracion del K
en el interior de la célula (Zhu et al. 1998, Shabala y Cuin 2007, Fig. AS). Teniendo en
cuenta que el K participa como cofactor en procesos metabolicos clave en el citosol, como
cofactor en numerosas reacciones enzimaticas (cerca de 50 enzimas citosolicas), y esta
implicado en la sintesis de proteinas (Marschner 1995), el alcance de la perturbacion del
metabolismo de la hoja y de la raiz puede ser bastante severa (Shabala y Cuin 2007). De
ahi que el mantenimiento de una alta concentracion de K en las células sea fundamental
para evitar los efectos negativos del Na' y del estrés hidrico asociado (Mathuis y Atmann
1999). Por tanto, la homeostasis de Na" y K' es un mecanismo clave en la tolerancia al
estrés salino y constituye un proceso global complejo y coordinado, que conlleva el
mantenimiento en el citoplasma de una alta razéon K'/Na" (Tester y Davenport 2003, Apse
y Blumwald, 2007). A menudo, dicho concepto se confunde con la razén K'/Na" del tejido
(parte aérea u hoja), lo cual resulta erréneo, puesto que es la homeostasis citosolica de K y
no la del contenido vacuolar, la que resulta esencial en los procesos metabolicos, si bién
aquella tltima tiene algin impacto en el ajuste osmotico (Mathuis y Atmann 1999, Shabala
y Cuin 2007, y sus referencias).

A este respecto, las evidencias recientes obtenidas en plantas modelo como
Arabidopsis y arroz, ha conducido a la idea actualmente preponderante de que la
homeostasis del K a nivel de planta entera bajo condiciones salinas tiene lugar, al
menos en una gran medida, por medio de la regulacion de las concentraciones internas
de Na” en los diferentes tejidos, a través de diferentes transportadores de Na' que
controlan la selectividad de K* sobre la de Na', mediante la extrusién de Na" al medio
externo, su compartimentacion vacuolar, asi como la carga y descarga xilematica (Zhu
et al 1998, Tester y Davenport 2003, Horie y Schroeder 2004, Rus et al. 2005; Ren et al.
2005, Sunarpi et al. 2005, Apse y Blumwald 2007, Figs. A5 y A6). En otra medida,
también puede depender de la prevencion de la pérdida de K™ fuera de la célula

(Shabala y Cuin 2007). En todos estos procesos que previenen la acumulacion excesiva
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de Na" en el citosol o la pérdida de K (alta razon K'/Na"), parecen ser claves una serie
de transportadores de Na" y K sumariados en la Tabla 2, y que serdn revisados en este
apartado, con especial hincapié en el control de la homeostasis de estos iones llevado a

cabo por SOS1 (ruta SOS), como objetivo fundamental este trabajo.

Tabla A2. Mecanismos que previenen la acumulacion excesiva de Na' o previenen la
pérdida de K' (alta razon K'/Na') en el citosol y transportadores probablemente
implicados (Em, Potencial de membrana):

Toma selectiva de iones: (K™>>>Na") NSCC, KORC, (Em, P-H'-ATPasa).

Extrusién de Na* al medio o al apoplasto: Antiportadores Na'/H", SOS1. (Em, P-H"™
ATPasa).

Compartimentacién vacuolar: Antiportadores Na'/H™ (NHX). (Em, V-H'-ATPasa,
V-H'-PPasa).

Control de la carga xilematica (y floematica ?): HKT1 y SOS1

A.2.1.1.1. Entrada de Na*

En condiciones normales, las plantas mantienen en el citosol una concentracion
relativamente alta de potasio (100-200 mM) y una concentracion relativa baja de sodio
(1-10 mM) (Tester y Davenport 2003). Debido al potencial eléctrico de la membrana
(-140 mV), un aumento en la concentracion extracelular de sodio favorecera su
transporte pasivo hacia el citosol debido al gran gradiente de potencial electroquimico
que se establece. La absorcion de Na' tiene lugar a nivel de las células epidérmicas y
corticales de la raiz. Se han propuesto tres rutas para la absorcion del Na" por la planta
(Tester y Davenport, 2003). Dos de ellas de tipo simpléstico, estan mediadas por
transportadores y se pueden distinguir por su relativa sensibilidad al calcio extracelular.
La tercera via, denominada flujo de desvio, se atribuye a la filtracion a través del

apoplasto debida a la discontinuidad en la endodermis.
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Figura A5. Efectos adversos de la salinidad sobre la homeostasis de K y relaciones
iénicas en plantas. Niveles elevados de Na* en la solucion del suelo induce la salida de
agua fuera de la célula siguiendo el gradiente osmoético (1). Las hojas sufien igualmente
este efecto osmdtico debido a la acumulacion de Na* en el apoplasto de las hojas (6). La
salinidad reduce sustancialmente la disponibilidad de K" por las raices como resultado de
la actividad reducida de K en el la solucion del suelo (2). EI Na* compite por el K™ por
sus sitios de absorcion en la membrana plasmatica incluyendo a los transportadores de
baja afinidad (3) y alta afinidad (4). Este ultimo punto estd en entredicho (ver texto).
Finalmente, la salinidad incrementa drdsticamente la pérdida de K™ a través de los
canales de K rectificadores hacia fuera activados por despolarizacion (KOR) (5).
Tomado de Shabala y Cuin (2007). En esta figura no se encuentran representados
transportadores de Na* claves como SOS1 y HKTI.
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Las células endodérmicas constituyen un importante punto de control y regulacion
del transporte radicular de iones desde el medio externo, debido a que la banda de
células suberinizadas de Caspari es una barrera impermeable para el movimiento
apoplastico de solutos (Azaizeh y Steudle 1991; Niu et al. 1995, Amaya et al. 1999),
obligando a que el movimiento de agua e iones se realice de un modo simplastico. La
importancia del flujo apoplastico, en contraposicion al simplastico, en el flujo total de
sodio de la planta, varia entre distintas especies y entre distintas condiciones de
crecimiento. En arroz, se ha sugerido al apoplasto como principal via de entrada de Na"
(Yadav et al. 1996). En trigo, la entrada de Na' a través del apoplasto es 10 veces menor
que en arroz (Garcia et al. 1997). En plantas de Arabidopsis cultivadas en presencia de
bajas concentraciones de Ca*", todas las vias de entrada de Na* contribuyen en la misma
medida (Essah et al. 2003).

Con respecto al transporte simplastico de Na', como se ha comentado
anteriormente, el gradiente electroquimico de Na' a través de la membrana plasmatica
de las células vegetales favorece su transporte pasivo al citosol, compitiendo con el K,
por los sistemas de transporte de este cation que podrian transportar Na' a baja afinidad
(Fig. A5). No obstante, existe amplio consenso de que estos transportadores de K'
exhiben una alta selectividad para este cation, por lo que no parecen estar implicados en
la entrada masiva de Na' al simplasto de la raiz, si bien, algunos de ellos como algunos
HAKs son bloqueados por concentraciones milimolares de Na', lo que tiene obvias
implicaciones en la absorcion de K y por tanto en la razéon K /Na' citosolica
(Rodriguez-Navarro y Rubio 2006, Shabala y Cuin 2007). También, AKT1, un canal de
tipo KIR (K inward-rectifying channel), puede ser la causa de la disminucién de la
absorcion de K inducido por elevadas concentraciones de Na™ (Qi y Spalding 2004),
debido a que la despolarizacion de la membrana causada por tales concentraciones
externas de Na™ hace el transporte pasivo de K termodindamicamente imposible, lo que
unido al incremento en la pérdida de K™ a través de los canales de K rectificadores
hacia fuera activados por despolarizacion (KOR) (Fig. A5, Shabala et al. 2005), resulta,
en ambos casos, en una reduccion de la razon K'/Na' citos6lica.

La identidad molecular de los transportadores implicados en las vias de entrada
masiva de Na' es todavia materia de debate (Yeo 2007, Apse y Blumwald 2007, Munns
y Tester 2008). Asi, se ha atribuido a un transportador de la familia HKT (HKT2;1), un
papel relevante en la entrada de Na' en la planta (Tester y Davenport 2003, Apse y

Blumwald 2007, y sus referencias). Sin embargo, HKT2;1, que se ha encontrado solo en
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gramineas (arroz y cebada), ubicado en el plamalema de la epidermis y células
corticales de la raiz, parece funcionar como un sistema de absorcion de Na' de alta
afinidad en la raiz, cuando se dan condiciones de deficiencia de K' (Fig. A5 y A6). Sin
embargo, al inhibirse su expresién por condiciones micromolares de K en el medio,
incluso por concentraciones moderadas de Na', no deberia ser la via masiva de entrada
de Na', sino mas bien, participaria en la absorcion de Na" a alta afinidad cuando hay un
medio deficiente en K, y de hecho, HKT2;1 no se expresa cuando hay suficiente K" en
el medio (Rodriguez-Navarro y Rubio 2006, Horie et al. 2007). Segun estos autores, de
esta forma, el Na" podria sustituir al K" en algunas de sus funciones, fundamentalmente
osmoticas y a baja salinidad.

Las evidencias bioquimicas y electrofisioldgicas apuntan a la actividad de los
canales cationicos no selectivos (NSCC) como los candidatos probablemente
implicados en la entrada de Na" en la raiz (Demidchik y Tester 2002). Los NSCC son
particularmente abundantes en el plasmalema de las células vegetales y exhiben una
baja selectividad para el K” y Na', comparada con los KIR (AKT) y los SKOR (stele K"
outward-rectifying channel), siendo la entrada de Na" a través de los primeros, mucho
més alta que para los segundos y ademés, fuertemente afectada por Ca®’, lo que
explicaria en una gran medida, el alivio por la adicién de Ca*" de los sintomas de dafio
por salinidad (Demidchik y Tester 2002; Essah et al. 2003, Horie y Schroeder 2004). La
identidad molecular de los NSCCs se ha atribuido a los transportadores CNGC (cyclic
nucleotide-gated channel) y GLR (glutamate receptor-like channel) (Fig. A6, Tester y
Davenport 2003, Apse y Blumwald 2007, Shabala y Cuin 2007).

De las 20 isoformas existentes de esta familia de canales CNGC en Arabidopsis,
solo unos pocos han sido caracterizados funcionalmente hasta la fecha, sin resultados
muy concluyentes en relacion a su papel en la entrada masiva de Na" (Maathuis 2006).
AtCNGCI y 4 son igualmente permeables a K™ y Na', mientras que AtCNGC2 parece
ser exclusivo para K (Leng et al. 2002). AtCNGC10 recuper6 el transporte de potasio
en mutantes de E. coli para la absorcion de K' y levadura, asi como en el mutante akt-/
de Arabidopsis, sugiriendo una funciéon de transporte de K en la raiz (Li et al. 2005).
Mutantes insercionales nulos de Arabidopsis para AtCNGCI1, una isoforma que se
expresa principalmente en las células epidérmicas y corticales de la raiz, crecieron
mejor en altas concentraciones de NaCl que las silvestres, lo que indicaba que el flujo
de entrada de Na' se encontraba restringido en dichos mutantes. Sin embargo, no

. . . . . . + r
presentaron diferencias significativas en los contenidos de Na' de la parte aérea
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(Maathuis 2006). Por el contrario, los mutantes cngc3, que mostraron una menor
acumulacién de Na' en la parte aérea, no exhibieron diferencias significativas en el
crecimiento en comparacion con la de las silvestres (Maathuis 2006). También, se ha
sugerido que una parte sustancial del eflujo de K inducido por NaCl seria mediado por
NSCC (Shabala et al. 2006).

En cuanto a los GLR, con 20 isoformas en Arabidopsis, su funcion esta todavia lejos
de ser establecida, a pesar de que se expresan ubicuamente en la planta, y algunos de

ellos, son particularmente muy abundantes en raices (Shabala y Cuin 2007).

A.2.1.1.2. Transportadores implicados en el eflujo de Na": SOS1

A elevadas concentraciones externas de Na', un fuerte influjo unidireccional de Na"
medido en raices, suele estar contrarrestado por un gran eflujo de Na', y el resultado
neto de estos flujos es lo que contribuye a la acumulacién de Na” en las raices y en el
resto de la planta (Tester y Davenport 2003). El control del eflujo de Na" parece ser mas
importante que el influjo en la regulacion en el transporte neto de Na' en glicofitas
(Tester y Davenport 2003, Yeo 2007), de manera que parece establecerse un ciclo futil
de Na" a nivel de la membrana plasmatica de las células epidermicas y corticales de la

raiz (Malagoli et al. 2008).

La extrusién de Na' en plantas superiores estd dirigido por un sistema antiporte
Na'/H" (Blumwald et al. 2000; Shi et al. 2000, Pardo et al. 2006), acoplado al gradiente
electroquimico de H' generado por la P-H'-ATPasa (Ballesteros et al. 1998, Sze et al.
1999, Horie y Schroeder 2004), aunque en hongos, algunas algas marinas y en la
briofita Physcomitrella puede llevarse a cabo por bombas trasportadoras de Na™ (P-
ATPasas), inexistentes en plantas superiores (Benito et al 2002 y 2003, Lunde et al.
2007). En tomate, ya existian evidencias fisiologicas (Mennen et al. 1990) y
bioquimicas (Wilson y Shannon 1995, Kerkeb 2000), del funcionamiento de un
antiporte Na'/H' en plasmalema de raices. A este respecto, se ha identificado en
Arabidopsis un antiportador Na"/H" codificado por el gen SOSI (4tNHX7) (Shi et al
2000). Este gen fue identificado por analisis de mutantes de Arabidopsis hipersensibles
a estrés salino (salt overly sensitive, -sos-) y forma parte de una importante ruta
reguladora de la homeostasis para el Na’ y el K bajo condiciones salinas (Zhu 2002,

Pardo et al. 2006, Mahajan et al. 2008). En esta ruta reguladora estan implicadas,
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ademas del antiportador SOS1, las proteinas SOS2, una serina/treonina proteina quinasa
(Liu et al 2000), y SOS3, una proteina miristoilada que une calcio y que actuaria como
sensor del mismo (Liu y Zhu 1998), de forma que la activacion especifica de esta ruta
por sal conduce al control del eflujo de Na" (Quintero et al. 2002, Zhu, 2002). Ademas
de participar en la extrusion de Na™ al medio externo, los genes de la ruta SOS juegan
un papel esencial en la regulaciéon de la homeostasis del K™y Na" y el desarrollo de la
planta (Figs. A6 y A7). Puesto que es objetivo fundamental de este trabajo de Tesis
Doctoral, la identificacion funcional de la ruta SOS en tomate, cada uno de los
componentes de la misma sera revisado con mayor detalle en un apartado independiente

(apartado A.2.1.2).

A.2.1.1.3. Transportadores implicados en compartimentacién vacuolar de Na':

NHX1

Tanto en plantas halofitas como en glicofitas tolerantes existe una clara correlacion
entre compartimentacion vacuolar y tolerancia a la salinidad (Blumwald et al. 2000).
Ello reporta dos ventajas: la recuperacion de la turgencia por el ajuste osmoético con
sales (como osmoético barato) y la evitacion de la toxicidad idnica en el citoplasma. Esta
capacidad esta ligada directamente a la velocidad de crecimiento, més limitado en las
raices que en las hojas, de ahi, que una buena parte del Na" sea dirigido a la parte aérea,
via xilema (transporte de Na™ a larga distancia) (Fig. A6, Yeo 2007). La inclusion de
Na' y CI' en la vacuola, constituye, por tanto, otro de los mecanismos mas importantes
de control de la selectividlad K'/Na" en el citoplasma (y mantener una alta razon
K'/Na"). Dicho proceso se lleva a cabo por la accion de sistemas antiportadores Na'/H"
que parecen estar acoplados a un gradiente electroquimico de H" generado por la accion
de la V-ATPasa y V-PPasa de tonoplasto (Ballesteros et al. 1996, Ballesteros et al
1997, Kerkeb 2000, Blumwald et al. 2000, Gaxiola et al. 2001).

AtNHX1 fue el primer antiportador vacuolar clonado de plantas (Gaxiola et al.
1999, Quintero et al. 2000). La sobreexpresion de AtNHX1 en plantas transgénicas de
Arabidopsis, tomate y Brassica conferia tolerancia a NaCl, lo que sugiri6 que AtNHX1
era la proteina responsable de la compartimentacion de Na' en la vacuola (Apse et al.
1999, Zhang y Blumwald 2001, Zhang et al. 2001). Los estudios bioquimicos llevados a

cabo con la proteina, purificada y reconstituida en liposomas revelaron que AtNHX1

40



Antecedentes cientificos

transportaba K* y Na' a similar afinidad (Venema et al. 2002). Ello unido a los
resultados obtenidos con mutantes insercionales para este gen sugirid que AtNHX1
tenia ademas un papel importante en la regulacion de la homeostasis de K~y pH
(Venema et al. 2002, Apse et al. 2003, Sottosanto et al. 2004, Pardo et al. 2006). La
expresion de AtNHX] se indujo por sal y ABA (Quintero et al. 2000), encontrandose 5
isoformas adicionales en Arabidopsis, con un patron de expresion diferencial
dependiente de tejido y estrés (Yokoi et al. 2002). Las isoformas AtNHX1 a 4
pertenecen a la clase I de la subfamilia de los NHE/NHX encuadrada dentro del
subgrupo intracelular (IC) (Brett et al. 2005), que se caracterizan por su localizacion
vacuolar, catalizando el intercambio Na'/H o K'/H" con una afinidad similar, mientras
que AtNHXS y 6 pertenecen a la clase II de este mismo subgrupo, caracterizados por su
localizacion endosomal y una mayor afinidad por el K' que por el Na™ en su
intercambio con H™ (Yokoi et al. 2002, Venema et al. 2003, Pardo et al. 2006).

Miembros de nuestro grupo han identificado en tomate, los genes LeNHX1, 2, 3 y 4,
que codifican proteinas antiportadoras K',Na'/H" de membranas intracelulares
(Rodriguez-Rosales et al. 2009). LeNHX2 es el primer antiportador K'/H" descrito en
plantas, localizado en membranas de Golgi o prevacuolas (Venema et al. 2003) y cuya
sobreexpresion en Arabidopsis confiere tolerancia a NaCl mediante la mejora de la
nutricion de K" en estas plantas (Rodriguez-Rosales et al. 2008).

Ademas de AtNHXI, se ha identificado en el genoma de Arabidopsis, un gran
numero de genes que codifican proteinas que forman parte de la superfamilia de
antiportadores cation/proton  (CPA, Cation/Proton Antiporters), que pueden
intercambiar Ca®", Na" y K" con H™ (Miser et al. 2001). Estas proteinas pueden
dividirse en las siguientes subfamilias: CPA1, constituida por las proteinas tipo NHX
(6) y NhaP/SOS1 (2); CaCA (12), que contiene a los 11 genes que codifican a las
proteinas CAX y un gen que codifica a MHX1 (Hepler et al.2005); CCC (1) que
funciona como un simportador NaCI/KCl (K", Na" y CI) (Colmenero-Flores et al.
2007); NhaD (2) que podria funcionar como antiportadores Na'(Li)/K" -H" (Barrero-Gil
et al. 2007); y CPA2, constituida por transportadores del tipo CHX (28) y KEA (6). La
actividad de los transportadores CHX o KEA de plantas no ha sido claramente
determinada, si bien para el caso de los CHX, algunas isoformas se han relacionado con
la homeostasis de K (Pardo et al. 2006). No obstante, el mutante insercional de
Arabidopsis chx2] mostré una baja concentracion de sodio en el xilema asi como en

hojas, sugiriendo que AtCHX21 puede contribuir al eflujo de Na desde las células
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endodérmicas hacia el apoplasto de la estela (Fig. A6, Hall et al. 2006).

Es muy probable que NHXI1 no sea el unico antiportador responsable de la
acumulacion vacuolar de Na', y que algunas de estas isoformas pudieran estar también
implicadas. A este respecto, recientemente se ha reevaluado el papel de AtNHX1 en la
tolerancia a la salinidad mediante la sobreexpresion del mismo en Arabidopsis y tomate
(Leidi et al. 2005, Barragan 2007, Yang et al 2008). La sobreexpresion de AtNHX1 no
reprodujo los resultados previamente obtenidos en ambas especies (Apse et al 1999,
Zhang y Blumwald 2001). En tomate, lineas sobreexpresoras de AtNHX1 mostraron
una mayor absorcion de K que las lineas control, que incrementaba el pool vacuolar de
K" a expensas del citoplasmico (Leidi et al. 2005, Barragan 2007), probablemente
debido a su actividad incrementada como antiportador K'/H" vacuolar (Venema et al
2002). Ello producia, sin embargo, un fenotipo paradodjico de deficiencia de K', que
induciria la sefial de deficiencia de este cation, lo que estimularia una mayor absorcion
del mismo por las raices (Leidi et al. 2005, Barragan 2007). Por todo ello, puede que sea
necesario reexaminar la funcion de este antiportador, y proseguir con la caracterizacion
funcional de todos estos genes hasta conocer qué transportador(es) es el principalmente
implicado en la acumulacién vacuolar de Na’, como proceso clave implicado en la

tolerancia del tejido a la salinidad.

A.2.1.1.4. Transportadores implicados en el transporte de Na* larga distancia:

SOS1 y HKT

El antiportador Na'/H', AtSOSI1, se expresa preferencialmente en las células
epidérmicas del apice de la raiz y en las células parenquimaticas que cargan al xilema
en raiz, hojas e inflorescencias de Arabidopsis (Shi et al. 2002). Este hecho y el que
plantas mutantes sos/ acumularan menos Na' en la parte aérea bajo un estrés salino
moderado, mientras que bajo un estrés severo lo acumularan mas que el fenotipo
silvestre demostraba que SOS1 estaba implicado en el transporte de Na™ a larga
distancia, controlando la carga xilematica del cation, y por tanto, la cantidad que llega a
la parte aérea (Shi et al 2002). Ello ha llevado a estos autores a postular que SOS1
actuaria de forma bidireccional, extrayendo Na" del xilema con intercambio de K para
evitar efectos toxicos en la parte aérea bajo estrés severo y recargando con Na' a costa
del K* en condiciones de estrés moderado para un adecuado ajuste osmético en las

hojas.

42



Antecedentes cientificos

Esta hipotesis de SOS1 trabajando en reverso para retirar Na' del xilema en
condiciones de alta salinidad estd actualmente puesta en entredicho (Apse y Blumwald,
2007), sobre todo, a la luz del preponderante papel del transportador de Na‘, AtHKT1,
en la retirada de Na" del xilema, y que al igual que SOSI, se expresa preferentemente
en las células parenquimaticas del xilema (Berthomieu et al. 2003, Sunarpi et al. 2005).
El papel de HKT1 y de sus homologos descritos en plantas sera revisada mas abajo
dentro de este apartado. Es muy probable que a alta salinidad, la carga de Na' en el
xilema sea pasiva, debido a la alta concentracion de Na' citosélico en las células del
parénquima del xilema y a una membrana plasmatica despolarizada, que podria
favorecer el movimiento de Na' hacia el xilema, por ejemplo, a través de los canales
SKOR, que poseen una alta permeabilidad al Na" (Apse y Blumwald 2007). Bajo estas
condiciones, el Na' podria acumularse rapidamente en la parte aérea, saturando la
capacidad de la vacuola para compartimentar dichos iones. En estas condiciones, puede
que SOS1 actiie recargando con Na' el xilema mediante el flujo de Na" desde las células
del parénquima xilematico de las hojas, posibilitando, asi, una velocidad neta de
acumulacion de Na* que permita su compartimentacion sostenible en las vacuolas de las
células de las hojas en expansion o bien, evitando su acumulacion en hojas jovenes
escasamente vacuoladas.

Concordante con esta hipdtesis, recientemente, se ha encontrado en Arabidopsis, un
homologo de SOS3, CBL10 (SCaBP8), que se expresa solo en la parte aérea, a
diferencia de SOS3, que se expresa Unicamente en raices, y que parece estar también
implicado en la tolerancia a la sal regulando la acumulacion de Na' en la parte aérea, a
través de la formacion del complejo CBL10 (SCaBP8)/SOS2 (Quan et al. 2007, Kim et
al 2007). CBL10 (SCaBP8) reclutaria a SOS2 a la membrana plasmatica para activar
SOS1 y su actividad extructora de Na" en las células del mesofilo de las hojas (Fig. A6,
Quan et al. 2007).

Como se ha mencionado anteriormente, ademas de SOSI1, los transportadores de
tipo HKT juegan un importante papel en el control la homeostasis de Na” y K a través
de su participacién en el transporte de Na' a larga distancia (Rodriguez-Navarro y
Rubio 2006, Pardo et al 2006). Aunque homologos a los transportadores de K de tipo
TRK de hongos (Rodriguez-Navarro, 2000), las proteinas HKTs son transportadores de
Na' ubicados en el plasmalema de diversos tipos celulares dependiendo de la especie
analizada (Rodriguez-Navarro y Rubio 2006). HKT1 de trigo (TaHKT2;1) fue

« e s . . + + . .y +
inicialmente caracterizado como un simportador K'-H", que mediaba la absorcion de K
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de alta afinidad en raices (Schatmann y Schroeder 1994), y posteriormente, como un
cotransportador de Na'-K" en levaduras y oocitos de Xenopus (Rubio et al. 1995).
Aunque su funcion como transportador de K de alta afinidad no puede ser descartada,
nunca se ha demostrado dicha funcion en cereales (Rodriguez-Navarro y Rubio 2006).
Esta controversia puede provenir de los artefactos de expresion en sistemas heterologos,
como levaduras, derivados de las secuencias nucleotidicas del vector de expresion usado
aguas arribas del inserto, que determinan codones de inicio de traduccion alternativos,
dando lugar a una menor expresion de la proteina que alteran sus propiedades de
transporte (Haro et al. 2005, Baiiuelos et al. 2008).

AtHKTI;1, Gnico miembro de esta familia en Arabidopsis (Uozomi et al. 2001,
Maser et al 2001), se expresa en las células parenquimaticas que cargan el xilema de
raices y hojas (Sunarpi et al 2005), y es un importante determinante de tolerancia a la
sal en Arabidopsis al participar en la redistribucién de Na' en raiz/parte aérea,
reduciendo su acumulacion en hojas (Fig. A6, Miser et al. 2002). El fenotipo de las
lineas mutantes de AtHKT1;1 (athktl) se caracteriza por una alta sensibilidad a la sal
asociada a una hiperacumulaciéon de Na' en la parte aérea e hipoacumulacion de Na™ en
raices (Rus et al. 2004, Sunarpi et al. 2005). No obstante, la mutacion en AtHKT1;1 fue
capaz de rescatar el fenotipo sensible a la sal de plantas mutantes sos (Rus et al 2001 y
2004), pero no parece participar en la absorcion de Na' por las raices, ya que el influjo
unidireccional del catidn no se afectd en los mutantes athkt! (Essah et al 2003,
Davenport et al. 2007). Si bien, se ha sugerido su participaciéon en procesos de
recirculacion de Na® via floematica (Fig. A6, Berthomieu et al. 2003), la funcién mas
aceptada de AtHKTI;1 es la del control de la velocidad de transporte de Na' de las
raices a la parte aérea, retirando o reabsorbiendo el i6n desde los vasos xilematicos a las
células parenquimaticas del xilema de hojas y raices (Sunarpi et al. 2005, Davenport et
al. 2007). Una de las 9 isoformas de HKT previamente descritas en arroz (Garciadeblas
et al. 2003), OsHKTS8 (OsHKT1;5), parece funcionar de forma anédloga a AtHKT1,1, al
estar implicado en la retirada de Na" del xilema e, indirectamente, en la regulacion de la
homeostasis de K (Ren et al. 2005).

Mientras que en dicotiledoneas, como Arabidopsis y otras especies se han
identificado un miembro, y en Eucalyptus o en Messembryanthemus, al menos dos
miembros, en gramineas, se han descrito hasta 9 genes en arroz y un nimero similar en
trigo y cebada (Uozomi et al 2001, Maser et al. 2001, Garciadeblas et al. 2003, Platten

et al 2006, Huang et al 2008). Basada en la estructura génica y su secuencia
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aminoacidica, esta familia de transportadores se subdividen en dos subfamilias,
diferenciadas esencialmente por el tamafio de sus dos intrones y la presencia de un
determinado aminoacido en el bucle del primer poro (estructura tipica de 4 dominios
MPM -membrana-poro-membrana) que puede ser clave en la selectividad de Na" y K"
(Platten et al 2006).

Los miembros de la subfamilia 1 tiene un residuo de serina que es reemplazado por
glicina en los de la subfamilia 2, si bien su papel en la selectividad Na'/K" se ha puesto
en entredicho (Rodriguez-Navarro y Rubio 2006). A la primera subfamilia pertenecen
todos los HKTs descritos hasta la fecha en dicotiledoneas, y también algunos miembros
de gramineas, con AtHKTI1;1 y OSHKTI1;5 como proteinas tipo. Todos son
transportadores de Na™ de baja afinidad que se localizan en la membrana plasmatica de
las células parenquimaticas que cargan al xilema donde retiran Na' de la savia
xilematica previniendo su acumulacion en la parte aérea (Fig. A6, Ren et al. 2005, Rus
et al 2005, Rodriguez-Navarro y Rubio 2006, Munns y Tester 2008, Huang et al. 2008).
La subfamilia 2 solo incluye hasta la fecha miembros de gramineas y tiene como
representante tipo, el HKT2;1 de arroz, cebada y trigo, que es un transportador de Na"
de alta afinidad, inhibible por K, ubicado en las células epidermicas y corticales de la
raiz y que seria el responsable en gran medida de la entrada de Na', sobre todo en
condiciones de deficiencia de K' (ver apartado A.2.1.1.1., Fig. A6, Garciadeblas et al.
2003, Horie et al. 2007). Hasta el momento no se han descrito en dicotiledoneas
miembros de esta subfamilia.

La relevancia de los transportadores HKT en el mecanismo de tolerancia a la
salinidad se ha puesto de manifiesto en trabajos donde este tipo de transportadores se ha
asociado con QTLs de halotolerancia relacionados con la homeostasis de K"y Na" en la
parte aérea. La identificacion de un gen que codifica a un transportador de Na™ en arroz,
SKCI, que se corresponde con el gen OsHKT1I;5, fue responsable por si solo de un
importante QTL que determina la acumulacion selectiva de K sobre la de Na' en una
variedad tolerante de arroz (Ren et al. 2005). OsHKT1;5 es un transportador especifico
de Na" que resultdo ser mas activo en la variedad tolerante que en la sensible,
correlacionandose con una menor acumulacion de Na' a la vez que una mayor de K en
la parte aérea. Se demostré que la causa de su mayor actividad no fue debido a una
mayor expresion del mismo en la variedad tolerante, sino a variaciones en algunos

aminoacidos (concretamente de 4) en la secuencia codificante del alelo tolerante, que le
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. + . . .
procuraba una mayor eficacia en la descarga de Na' del xilema, e indirectamente, una

mejora en la razéon K'/Na' de la parte aérea (Fig. A6).
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Figura A6. Esquema general de transporte de Na' a nivel de la planta entera
mostrando los diferentes transportadores de Na' implicados en el transporte radial y
longitudinal del ion desde el suelo a través de las raices, su carga en el xilema en
direccion a la parte aérea y recirculacion a través de la planta. EI Na* entra en el
simplasto de la raiz, via NSC, y probablemente, otros transportadores. Se mantiene una
baja concentracion citosélica de Na* por la accién de los antiportadores Na'/H' de
membrana plasmdatica y vacuolar, SOSI y NHXI, respectivamente. El antiportador
cation/H™ de tipo CHX (CHX21) contribuye al movimiento de Na' desde las células
endodérmicas al apoplasto de la estela. En la estela, el Na" es cargado en el xilema por
el antiportador Na'/H" de membrana plasmatica, SOSI en la raiz, el Na* puede ser
descargado del xilema en la raiz, via uniportadores selectivos (AtHKTI;1, OsHKTI, 5,
Naxl). En las hojas, el Na' puede ser descargado por uniportadores selectivos
(AtHKTI;1, OsHKTI;5, Nax2) y NSCC. En las hojas, se mantiene una baja
concentracién citosélica de Na' por la accién de los antiportadores Na'/H de
membrana plasmatica y vacuolar, tipo SOSI y NHXI, respectivamente. El mecanismo
de carga y descarga floemdtica y la recirculacion de Na' via floema estin por
determinar. Tomado de Apse y Blumwald (2007).

Asimismo, se han identificado en trigo duro dos /loci, Nax! y Nax2, ambos
determinando una menor acumulacién de Na’ y subsiguientemente, una mayor razén
K'/Na" en las hojas (Fig. A6, James et al. 2006). Nax2 funciona en raices reduciendo el

transporte de Na™ desde la raiz a la parte aérea, y el locus Nax/ mejora la retencion en la
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vaina, restringiendo la cantidad de Na" que llega a la hoja. El mapeo de alta resolucion
de la region del locus Nax! identificod el gen TmHKT7-A1, que fue polimoérfico entre la
lineas tolerantes a la sal y las sensibles y cosegregd con Nax! (Huang et al. 2006).
Mientras que el gen TmHKTI;5 podria ser el candidato del locus Nax2, no
encontrandose variacion alélica alguna, sino su ausencia o presencia del mismo entre las
lineas (Byrt et al. 2007). Por el contrario, en dos ecotipos de Arabidopsis tolerantes a la
salinidad, caracterizados por una mayor acumulacion de Na" en la parte aérea, se
correlacion6 con la presencia de un alelo de AtHKTI, que presentaba una expresion
reducida en raices debido a una delecién en tandem de una secuencia repetitiva Skb
aguas arriba de su codon de inicio (Rus et al. 2006), lo que parecia impedir la retirada
de Na" del xilema, conduciendo a unos niveles elevados de catién en la parte aérea,
rasgo que sin embargo se asociaba con una mejor tolerancia a la sal en estos ecotipos.
Los resultados obtenidos en Arabidopsis sugieren, por tanto, que AtHKTI;1 y SOSI1
deben estar estrechamente coordinados para el control del transporte de Na' a larga

distancia, si bien, HKT parece no depender de SOS3 (Pardo et al 2006, Fig. A6).

A.2.1.2. Ruta SOS: descripcion de sus componentes

El trabajo que conduce al descubrimiento de los genes SOS fue iniciado en 1996 por
Zhu y colaboradores (Universidad de Arizona) (Wu et al. 1996). En un cribado, de
aproximadamente 250,000 semillas mutadas con varios agentes mutagénicos se
recuperaron mas de 40 lineas de mutante sos (salt overly sensitive-extremadamente
sensibles a la sal-). Los mutantes sos eran especificamente hipersensibles a altos
contenidos externos de Na" o Li" y eran incapaces de crecer a bajas concentraciones de
K" externo (Zhu 2002).

En el modulo funcional SOS participan esencialmente los genes SOS1, que codifica
un antiportador Na'/H' de plasmalema (Shi et al. 2000 y 2002), SOS2, una
serina/treonina proteina quinasa (Liu et al. 2000), y SOS3, una proteina miristoilada que
une calcio y que actuaria como sensor del mismo (Liu y Zhu 1998), de forma que la
activacion especifica de esta ruta por sal conduce al control del eflujo de Na” y su
transporte a larga distancia desde la raiz a la parte aérea, condicionando la tolerancia
relativa de la planta a este factor (Fig. A6, A7 y A8, Zhu 2002, Shi et al. 2002). Esta

ruta de sefializacion del estrés idnico es especifica de plantas, ausente en levaduras e
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independiente de ABA (Xiong y Zhu 2001, Serrano y Rodriguez-Navarro 2001), por lo
que otros aspectos de dicha sefializacion dependiente de ABA o del estrés osmotico
dependiente o independiente de ABA no seran revisados en esta memoria (dichos
aspectos son revisados en Xiong y Zhu 2001 y 2002, Zhu 2002).

En Arabidopsis, el estrés salino induciria un incremento en la concentracién de Ca*"
citosolico (Knight et al. 1997), sefial que seria detectada por la proteina codificada por
SOS3 (Liu y Zhu 1998, Ishitani et al 2000). SOS3 activa e interacciona fisicamente con
la serina/treonina proteina quinasa, SOS2 (Halfter et al 2000). Este complejo
SOS2/SOS3 incrementa el nivel de expresion de SOS1 (Shi et al. 2000) y su actividad
de transporte (Qiu et al 2002).

Na+

Fig. A7. Una alta concentracion de sal externa dispara una seiial de Ca’™ en el citosol
que activaria a SOS3, que interacciona especificamente con SOS2. Este complejo
S0OS2/SOS3 fosforilaria a SOSI activando el eflujo de Na* a través del plasmalema. La
activacion por fosforilacion de SOSI por SOS2, requiere el anclaje a la membrana
plasmatica del complejo SOS2/SOS3, a través de la miristoilacion del N-terminal de
SOS3 (Zhu 2002).

Ademas de SOS1, SOS2/SOS3 podria regular (positiva o negativamente) otros
transportadores implicados en la homeostasis iénica en condiciones de estrés salino.
Asi, AtSOS2 parece regular otros transportadores implicados en la compartimentacion
vacuolar de Na', en condiciones de estrés salino como la H'-ATPasa vacuolar, y los

antiportadores de Na'/H", NHX1 y Ca*"/H', CAX1 (Fig. A8, Qiu et al. 2004, Cheng et
al. 2004, Batelli et al. 2007).
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Receptor/salt sensor?

Vacuole

Cytosol

Figura AS8. Regulacion de la homeostasis ionica celular por la ruta SOS en
Arabidopsis. La sefial de estrés salino es percibida por un sensor o receptor presente en
la membrana plasmdtica (todavia desconocido), responsable de la activacion de varias
transportadores ionicos presentes en la membrana plasmatica y vacuolar. Esta sefial,
induce un incremento en el Ca’" citosélico que es detectado por SOS3, que activa a
SOS2. Dicho complejo pueden regular algunas de estos transportadores, como KIRC
(AKTI), NSCC, KORC, SOSI en la membrana plasmatica, y NHXI, CAXI y la V-
ATPasa en la membrana vacuolar. La extrusién de Na' al medio externo por SOSI es
energizado por la H -ATPasa de la membrana plasmatica. Tomado de Tuteja (2008).

A continuacion se describiran con mas detalle cada uno de los miembros de la ruta

SOS en plantas.

A.2.1.2.1. SOS1

El antiportador SOS1 pertenece a la subfamilia NhaP, dentro de la familia de proteinas
CAPI1, relacionada, aunque claramente diferenciada, con la subfamilia NHE/NHX
(Brett et al. 2005, Pardo et al. 2006, Fig. A9). En una clasificacion previa, SOSI se

denominé como NHX?7, y fue incluido en la subfamilia NHX de antiportadores Na'/H',
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debido a las similitudes existentes entre ambos tipos de transportadores (Méser et al.
2001).
NHX family

OsMHX1
AINHX2 2l

AtNHX1

OsNHX4 RS

AIMHX3

AtNHX4
OsNHXS

CnSOS1 AINHXS

AINHXE

0s8081

ASOL1 PpSOS1
ASOS1

505 family

Figura A9. Arbol filogenético de los antiportadores NhaP/SOSI y NHE/NHX. Tomado
de Pardo et al. (2006).

El gen SOSI fue aislado de Arabidopsis mediante clonaje posicional (Shi et al.
2000). La comparacion de la secuencia nucleotidica del marco abierto de lectura (ORF)
con la secuencia genomica reveld la existencia de 22 intrones y 23 exones, codificando
a una proteina con una masa molecular estimada de 127 kDa. La secuencia
aminoacidica de SOS1 posee una region N-terminal altamente hidrofobica, y orientada
hacia el citoplasma, 12 dominios transmembrana, y una cola hidréfila extremadamente
larga en el extremo C-terminal. El andlisis filogenético ha puesto de manifiesto que
SOS1 parece mas relacionado con antiportadores Na'/H® de membrana celular como
SOD2, NHA1, NhaA y NhaP. SOD2 y NHA1 funcionan eliminando el exceso de Na"
del citosol al espacio extracelular para Schizosaccharomyces pombe y Saccharomyces
cerevisae, y NhaA y NhaP actian como antiportadores Na'/H' en Escherichia coli y

Pseudomonas aeruginosa, respectivamente (Shi et al 2000, y sus referencias). Con
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excepcion del transportador SOS1 de Arabidopsis y el de Populus euphratica, la
localizacion subcelular y caracterizacion bioquimica del resto de los transportadores
NhaP eucaridticos no se encuentra disponible por el momento. A diferencia de los
transportadores NHX localizados principalmente en membranas intracelulares (Pardo et
al., 2006), SOS1 se localiza en membrana plasmatica (Shi et al., 2002).

Los niveles de transcrito de SOS1 estan positivamente regulados por el estrés salino
pero no por ABA o frio, siendo mas abundante en raices que en parte aérea (Shi et al
2000). En plantas mutantes sos3 de Arabidopsis, no se observd regulacion de la
transcripcion de SOS1 en respuesta al estrés salino ni en raiz ni en parte aérea. Sin
embargo, en mutantes sos2, la transcripcion de SOS1 si que estaba regulada por estrés
salino en raices aunque no en parte aérea. Resultados posteriores han mostrado que un
homologo de SOS3, SCaBP8/CBL10, que se expresa solo en la parte aérea, activa e
interactiia con SOS2 para formar el complejo SCaBP8/CBL10/SOS2 (Quan et al. 2007,
Kim et al 2007). SCABP&/CBLI10 reclutaria a SOS2 a la membrana plasmatica para
activar SOS1 y su actividad extructora de Na' en las células del mesofilo de las hojas
(Fig. A6, Quan et al. 2007, Lin et al 2009).

Aunque durante mucho tiempo se especuld con que la larga cola citoplasmatica de
SOS1 podia intervenir en la interaccion con proteinas reguladoras implicadas en el
control del estrés salino y respuestas a otros tipos de estrés, su funcion fue totalmente
desconocida durante bastante tiempo. Fueron los estudios orientados a buscar la
conexion entre el estrés oxidativo y el estrés salino los que encontraron una respuesta en
este sentido. Diferentes tipos de estrés ambiental, incluidos el estrés salino, provocan la
acumulacion de altos niveles de especies de oxigeno reactivas (ROS) (Ashraf 2009 y
sus referencias). Inicialmente, niveles bajos de estas ROS pueden funcionar como
reguladores de la activacion de genes implicados en la respuesta de defensa celular. Sin
embargo, una produccion y acumulacion excesiva de ROS tales como peroxido de
hidrogeno (H,0,), superoxido (0%) y radicales hidroxilo (OH") pueden perturbar la
homeostasis celular redox, dando lugar a dafios oxidativos. Algunos estudios han
demostrado que la proteina RCD1 (radical-induced cell death) es un importante
regulador transcripcional de la respuesta al estrés oxidativo y que puede estar implicada
en una gran variedad de respuestas al estrés abiotico en plantas (Belles-Boix et al. 2000;
Ahlfors et al. 2004). En un estudio reciente se descubrié que el extremo C-terminal de
SOS1 interaccionaba con RCD1 tanto en condiciones de estrés salino como de estrés

oxidativo (Katiyar-Agarwal et al. 2006). Dicho estudio es de particular interés ya que
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determina la accién de un gen, previamente no caracterizado, RCD1, implicado en la
respuesta a estos dos tipos de estrés, ademas de elucidar el papel de SOS1 en la
tolerancia al estrés oxidativo. Muy recientemente, se ha descrito que el incremento de la
estabilidad del ARNm de 4£SOS1 inducida por sal, estaria mediada por la produccion
apoplastica de ROS a través de la actividad NADPH oxidasa inducida por la sal (Chung
et al. 2008). Estos resultados sugieren que SOSI, al regular el pH apoplastico y la
produccion de ROS extracelular, participaria en pasos iniciales de la ruta de
transduccion comun a varios estreses abioticos.

AtSOSI1 es un transportador altamente especifico para el Na' y parece incapaz de
transportar otros cationes monovalentes como K™ o Li" en plantas (Shi et al. 2002;
Quintero et al. 2002). No obstante, tanto AtSOS1 como las isoformas CnSOSIA y
CnSOSIB, aisladas de la planta marina Cymodocea nodosa fueron capaces de
transportar K™ a baja afinidad cuando se expresaban en bacterias (Garciadeblas et al.
2007). La actividad de antiportadora Na'/H', medida en vesiculas de membrana
plasmatica aislada de mutantes sos/ de Arabidopsis, fue un 80% inferior a la de las
plantas silvestres (Qiu et al. 2002). La adiciéon de SOS2 in vitro aumentaba la capacidad
antiportadora al doble comparado con la de las vesiculas sin SOS2 afiadido. También, la
adicion de SOS2 activado (una version de SOS2 independiente de SOS3, Guo et al.
2001) a vesiculas procedente de mutantes de Arabidopsis sos2 y sos3 incrementaba
notablemente dicha actividad, pero no las de las plantas mutantes sos/, mostrando
inequivocamente la funcion de SOS1 y de sus proteinas reguladoras SOS2 y SOS3 en el
intercambio Na'/H' en las vesiculas de membrana plasmatica de raices (Qiu et al.,
2002).

Los grupos de JM Pardo y de JK Zhu lograron reconstituir el sistema SOS de
Arabidopsis en levadura (Shi et al 2002, Quintero et al. 2002). Asi, la expresion de
AtSOS1 en cepas de levaduras AXT3K, hipersensibles a la sal, por ser defectivas en los
principales transportadores de Na' conocidos, restauraba parcialmente la tolerancia al
NaCl, y ello se correlacionaba con un menor contenido intracelular de Na" (Shi et al.
2002, Quintero et al. 2002). Ademas, la coexpresion de AtSOS2 y AtSO3 en dicha cepa
que ya expresaba AtSOSI, incrementd fuertemente la tolerancia de las células
transformadas, lo que indicaba la participacion de las tres proteinas en el mismo modulo
funcional (Quintero et al. 2002). Ademas, la coexpresion de la version hiperactiva de la
proteina SOS2 independiente de SOS3 (Guo et al 2001), incrementd la tolerancia
inducida por SOSI en la cepa AXT3K (Quintero al., 2002). Todos estos resultados
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demostraban adicionalmente la participacion de las tres proteinas en el mismo modulo
funcional (Shi et al 2002, Quintero et al. 2002).

Un estudio funcional llevado a cabo en arroz ha demostrado que la ruta SOS esta
conservada en monocotiledoneas (Martinez-Atienza et al. 2007). En dicho estudio se
identifico el gen de arroz que codificaba al antiportador Na'/H' de membrana
plasmatica, OsSOS1, que en base a sus caracteristicas moleculares y bioquimicas se ha
descrito como el homologo funcional de AtSOS1. OsSOS1 fue capaz de intercambiar
Na' por H' en vesiculas de levaduras enriquecidas en membrana plasmatica, al tiempo
que redujo su contenido en Na' intracelular. Asimismo, el complejo quinasa de
Arabidopsis AtSOS2/AtSOS3, que activa AtSOSI1, fue capaz de fosforilar OsSOSI1 y
asi estimular su actividad tanto in vivo como in vitro. Ademas, OsSOS1 suprimi6 la
hipersensibilidad al estrés salino de los mutantes sos/-1 de Arabidopsis. En este mismo
trabajo, también se describen en arroz la identificacion de OsCIPK24 y OsCBL4, que
son los respectivos homologos putativos de AtSOS2, , y de su activador dependiente de
Ca®*, AtSOS3. OsCBL4 y OsCIPK24 actuaban de manera coordinada para activar
0OsSOS1 en células de levaduras, y podian ademas ser intercambiados por sus
homologos de Arabidopsis para formar el modulo quinasa que activaba tanto a OsSOS|1
como a AtSOSI, y finalmente, ambos fueron capaces de suprimir la sensibilidad a la sal
de los mutantes sos2/cipk24 y sos3/cbl4 de Arabidopsis, respectivamente.

También, se ha aislado el gen SOSI de la especie tolerante a la sal, Populus
euphratica (Wu et al. 2007). El gen aislado tiene un ORF de 3438 pb y un peso
molecular estimado de 127 kDa. El andlisis de su secuencia revel6 12 sitios
transmembrana ademas de una larga cola citoplasmatica en el extremo C-terminal.
PeSOS1 tiene un 64% de homologia con la secuencia aminoacidica de SOSI1 de
Arabidopsis, y mediante estudios de inmunolocalizacién se localizé predominantemente
en la membrana plasmatica. Es interesante destacar que a pesar de que los niveles de
proteina de PeSOSI1 estaban positivamente regulados por el estrés salino, el nivel de
ARNm permanecia relativamente constante en estas condiciones. Uno de los resultados
mas sorprendentes de este estudio es el hecho de que PeSOSI1 fuera capaz de suprimir el
fenotipo de hipersensibilidad a la sal en los mutantes bacterianos EP432 deficiente en
dos antiportadores Na'/H" EcNhA y EcNhaB, puesto que hasta el momento todos los
estudios de funcionalidad se habian tenido que realizar en mutantes de levadura, dado la
presunta toxicidad de esta proteina para las bacterias (Wu et a. 2007). En Thellungiella

halophyla, una especie halofila muy proxima a Arabidopsis, se observd un incremento
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en la expresion de SOS1 en raices y hojas de plantas control y tratadas con sal (Oh et al
2007), indicando que la ruta SOS no es exclusiva de plantas glicofitas (capaces de
crecer a concentraciones de sal menores de 100 mM) como Arabidopsis, sino que es
efectivamente funcional en halofitas (capaces de crecer a concentraciones de sal de mas
de 250 mM).

En base al patron de expresion de SOS! y las caracteristicas fisiologicas de las
plantas mutantes sos/, se propuso que SOS1 pudiera estar implicado en el transporte a
larga distancia de Na' en Arabidopsis (Shi et al. 2002). El patrén de expresion de SOS!
se analizé mediante la fusion del promotor de SOST al gen reportero GUS, detectandose
dicha actividad principalmente en los tejidos internos que rodean la vasculatura de la
planta completa. En la raiz, la actividad GUS se detectd principalmente en el periciclo y
en las células parenquimaticas que bordean los vasos del xilema. En el tallo y peciolo, la
actividad GUS se restringia a las células parenquimaticas de la interfase
xilema/simplasto. Adicionalmente, la expresion de SOS!/ también se detectd en las
células epidérmicas del apice de la raiz. Puesto que este tipo de células epidérmicas
estan indiferenciadas y carecen de vacuolas lo suficientemente grandes para
compartimentar el exceso de Na', la extrusion activa del Na" citoplasmético ejercido
por SOSI seria fundamental para prevenir la acumulacion de este idn en el apice de la
raiz.

Por otra parte, la expresion preferencial de SOS/ en las células parequimaticas que
rodean al xilema sugiere un papel de este transportador en el transporte de Na" a larga
distancia, ya que el Na' es transportado de la raiz a la parte aérea via xilema. Este hecho
y el que plantas mutantes sos] de Arabidopsis acumularan menos Na' en la parte aérea
sometidas a un estrés salino moderado, mientras que bajo un estrés severo lo
acumularan mas que el fenotipo silvestre demostraba que SOS1 estaba implicado en el
transporte de Na' a larga distancia, controlando la carga xilematica del catién, y por
tanto la cantidad que llega a la parte aérea (Shi et al 2002). Ello ha llevado a estos
autores a postular que SOS1 actuaria de forma bidireccional, extrayendo Na" del xilema
con intercambio de K" para evitar efectos toxicos en la parte aérea bajo estrés severo y
recargando con Na' a costa del K' en condiciones de estrés moderado para un adecuado
ajuste osmotico en las hojas (aspecto discutido en apartado A.2.1.1.4).

Estudios electrofisiologicos también han mostrado que AtSOS1 estaba implicado en
la homeostasis del K" intracelular. Asi, mediante el analisis de los flujos netos de K', H"

+ , . . . r s
y Na' con la técnica no invasiva MIFE, se demostré que la mutacion de sos/ afectaba a
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la homeostasis del K" intracelular a través del incremento en la pérdida de K a través
de los canales de K" rectificadores hacia fuera activados por despolarizacion (KOR),
circunscribiéndose no solo al apice de la raiz, sino también a la raiz completa (Shabala
et al. 2005). Dicha mutacion afectaba ademas al transporte de H', incluso en ausencia
de estrés salino. Asimismo, SOS1 podria funcionar también protegiendo el transporte de
K" en la membrana plasmatica durante el estrés salino (Qi y Spalding, 2004). Se habia
observado que la capacidad para tomar K" por las células de la raiz de estos mutantes,
medido electrofisiolégicamente, no se afectaba en condiciones control. Sin embargo, en
presencia de un estrés moderado (50 mM NaCl) la entrada del K* en células de la raiz
estaba fuertemente inhibida en los mutantes pero no en las plantas silvestres. Ello era
probablemente debido a que la despolarizacion de la membrana causada por tales
concentraciones externas de Na' afectaban al transporte pasivo de K' a través de los
canales AKTI1, un canal de tipo KIR (Qi y Spalding 2004). Efectivamente, si se
aumentaba la disponibilidad de K en el medio se rescataba el fenotipo de crecimiento

normal en plantas sos/.

A.2.1.2.2. SOS2

El gen SOS2 (CIPK24), aislado por clonaje posicional de Arabidopsis, demostr6d ser
imprescindible para la homeostasis de Na" y K y la tolerancia al estrés salino (Liu et al.
2000). Este gen es uno de los 25 miembros que componen la subfamilia de serina-
proteina quinasas en Arabidopsis, las denominadas SnRK3 (Hrabak et al. 2003), CIPK
(Calcineurin-Interacting protein kinase) (Kolukisaoglu et al. 2004) o PKS (Protein
kinase SOS2-like) (Gong et al. 2004), segin la variable nomenclatura existente, que
poseen una similitud estructural con la quinasa SNF1 (sucrose non-fermenting) de
levaduras y con las quinasas dependientes de AMPc (AMP-activated protein kinase) de
animales (Fig. A10).

En Arabidopsis, SOS2 codifica a una serina/treonina proteina quinasa de 446
aminoacidos con un dominio catalitico en el extremo N-terminal, conservado en todas
las CIPKs de tipo quinasa SNF1, y un dominio regulador en el extremo C-terminal, no
presente en otras quinasas de tipo SNF1 (Fig. A10, Liu et al. 2000, Kolukisaoglu et al.
2004). Ambos dominios son esenciales para la funcion de SOS2 en la tolerancia a la
salinidad (Liu et al. 2000, Guo et al. 2004). Tanto en experimentos en levaduras como

in vitro se ha demostrado que SOS2 interactia fisicamente con SOS3 (Halfter et al.
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2000). El estrés salino induciria a través de un sensor o receptor de naturaleza
desconocida, un incremento en la concentracién de Ca** citosolico (Knight et al. 1997),
sefal que seria detectada por la proteina codificada por SOS3 (Liuy Zhu 1998, Ishitani
et al. 2000). La sefial de calcio provoca un cambio conformacional en SOS3 que activa
e interacciona fisicamente con la serina/treonina proteina quinasa, SOS2 (Figs. A7, A10
y All, Halfter et al. 2000). Los estudios realizados con los dobles mutantes sos2 sos3
de Arabidopsis demostraron que los dos genes funcionaban en la misma ruta (Halfter et
al. 2000).

A partir de estudios realizados con levaduras se demostré que un motivo de 21-
aminoacidos en el dominio regulador del C-terminal (motivo FISL o NAF) de SOS2 es
necesario y suficiente para su interaccion con SOS3. La busqueda y andlisis de las
secuencias de las proteinas pertenecientes a la familia CIPK reveld que este motivo esta
ampliamente conservado (Fig. A10). La naturaleza hidrofobica de este dominio sugiere
una interaccion de tipo lipofilica entre CBLs y CIPKs, lo que es consistente con los
datos de cristalizacion de SOS3 que indican que su dimerizacion en respuesta a la union
de Ca® resulta en la exposicion de una zona hidrofobica que seria la que podria
interaccionar con SOS2, de manera que dicha interaccion libera el dominio
autoinhibitorio, permitiendo el acceso de la proteina sustrato al dominio quinasa, en este
caso SOSI1, y por tanto, su activacion por fosforilacion (Fig. A11, Guo et al. 2001, Guo
et al. 2002, Gong et al 2004, Sanchez-Barrena et al. 2005 y 2007).

Ademas, SOS2 exhibe un dominio PPI o dominio de interaccion con fosfatasas
localizado en el extremo C-terminal responsable de la interaccion de ésta proteina con
otras proteinas que intervienen en la respuesta a otros tipos de estrés como ABI2
(dbsicic acid-Insensitive 2), de manera que dicha interaccion previene la union de SOS3
a SOS2 y la subsiguiente activacion del complejo quinasa (Figs. A11 y R6, Ohta et al.
2003). Asimismo, el dominio PPI de SOS2 es bloqueado por SOS3, lo que asegura que
las dos actividades opuestas, fosfoforilacion y desfosforilacion, no ocurran
simultdneamente. (Sanchez-Barrena et al 2007). Se ha obtenido una version hiperactiva
de SOS2 independiente de SOS3, mediante la mutacion de la treonina-168 por aspartato
en el bucle de activacion del dominio quinasa de SOS2 y deleccion del extremo C
terminal, que contiene el dominio FISL (Figs. A10 y R6, Guo et al 2001, 2004).
Recientemente se ha demostrado la interaccion directa de SOS2 con la H'-ATPasa
vacuolar, asi como con los antiportadores de Na'/H', NHX1 y Ca’"/H', CAXI lo que

sugiere que SOS2 puede jugar un papel esencial en la tolerancia a la salinidad y
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adaptacion en respuesta el estrés salino (Fig. A8, Qiu et al 2004, Cheng et al 2004,
Batelli et al 2007).

Figura A10. Estructura secundaria de SOS2 (CIPK24), y de la subfamilia de CIPKs,
mostrando los dominios esenciales para su mecanismo de accion con un aspartico
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como sitio catalitico en el dominio DPG, el bucle de activacion, APE y los dominios
NAF y PPI de interaccion con SOS3 y ABI2, respectivamente. Se muestra la secuencia
de SISOS?2 (anteriormente LeSOS2) con fines comparativos.
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S0S2 inactivo S0OS2 activo

Figura A11. Esquema del mecanismo de accion de SOS2 tras su interaccion con SOS3.
Tomado de Gong et al (2004).

A.2.1.2.3. SOS3

SOS3 (CBLA4) pertenece a una nueva subfamilia de proteinas de tipo EF-hand que ligan
calcio, también conocidas por CBLs (CalcineurinB-like) o SCaBP (SOS3-like Calcium
Sensor Binding Protein) (Gong et al. 2004; Kolukisaoglu et al. 2004), formada por 10
miembros en Arabidopsis, con cierta homologia con la subunidad B de la calcineurina y
con sensores de Ca*" neuronales (NCS) (Liu y Zhu 1998, Guo et al. 2001).

La estructura de la proteina CBL es similar a la de CNB (unidad B de la
calcineurina) y su cadena polipeptidica esta plegada en dos dominios globulares, que
estan unidos por un pequefio dominio conector (Quan et al. 2007). Las proteinas CBL se
caracterizan por poseer motivos de union al Ca>” conocidos como EF-hands (Nagae et
al. 2003). Todas las CBLs de plantas poseen cuatro motivos EF-hands con diferentes
grados de conservacion con respecto a su secuencia canénica. El tamafio del dominio de
union entre los bucles EF-hand esta absolutamente conservado en todas las proteinas y
parece exclusivo de esta familia de sensores de calcio. El niimero asi como el
espaciamiento de los dominios EF-hand estan absolutamente conservados en todas las
isoformas conocidas de CBLs (Kolukisaoglu et al., 2004), lo que podria sugerir una
estructura tridimensional comun de todas las CBLs de plantas. Puesto que la estructura
global de todas las AtCBLs esta altamente conservada, la variacion en el tamafio

depende exclusivamente de la extension o reduccion de las regiones N y C-terminal.
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Ciertos rasgos estructurales de las CBLs sugieren que estos sensores de calcio,
pudieran funcionar en diferentes compartimentos subcelulares pudiendo cambiar su
localizacion celular. Las CBLs sufren importantes modificaciones postraduccionales al
unirse al acido graso saturado miristato. La miristoilacion tiene lugar en la glicina que
sigue a la primera metionina de la secuencia diana localizada en el extremo N-terminal,
MGXXXS/T T (Figs. A12 y R9A, Farazi et al. 2001). La miristoilacion juega un papel
crucial en la interaccion proteina-proteina o en la union de las proteinas a la membrana.
De hecho, las proteinas miristoiladas estan asociadas débilmente a la membrana y para
incrementar la afinidad al ambiente lipidico de la membrana suelen sufrir una
modificacion post-traduccional que implica la union de un grupo palmitoilo al residuo
de cisteina adyacente a la glicina miristoilada, estabilizando asi esta union (Meinnel et
al 2005, Fig. R9A). Las secuencias N-terminales de AtCBL1, AtCBL4/SOS3, AtCBL5
y AtCBL9 albergan motivos conservados de miristoilacion. En el caso de
AtCBL4/SOS3 dicha modificacion es un requisito indispensable para la tolerancia a la
salinidad, puesto que la activacion de SOS1 por el complejo SOS2/SOS3 requiere el
reclutamiento de SOS2 a la membrana plasmatica por el sensor SOS3, debidamente
miristoilado (Ishitani et al., 2000; Quintero et al., 2002). Estudios recientes de
localizacion han demostrado que también AtCBL1 y AtCBL9 se localizan en la
membrana plasmatica (Xu et al. 2006; Li et al.2006; Cheong et al. 2003).

La mayoria, si no todos, de los mecanismos de transduccion que regulan procesos
moleculares, bioquimicos y fisioldgicos en respuesta a diferentes sefiales endogenas y
ambientales en plantas van acompafados por cambios de la concentracion de calcio
celular (Gilroy y Trewavas 2001). Cada sefial de calcio particular tiene que ser
expresamente descifrada. Diferencias sutiles de tales sefiales pueden contener las pistas
primarias para la especificidad de respuesta. La union de CBL/CIPK proporciona una
combinacion de 10 proteinas sensoras y 25 quinasas efectoras, donde factores como su
expresion génica, localizacion subcelular, afinidad por el Ca®" y especificidad de la
interaccion CBL/CIPK, juegan un papel esencial en esta decodificacion de las sefiales
caracteristicas del Ca" citosélico (Luan 2009).

La combinacién estudiada en mayor profundidad ha sido AtCBL4/SOS3-
AtCIPK24/SOS2. La descripcion de la estructura cristalina de AtSOS3/AtCBL4 por
difraccion de Rayos-X (Sanchez-Barrena et al 2005) y del complejo AtSOS3/AtSOS2
(Sanchez-Barrena et al 2007), ha permitido postular su mecanismo sensor del Ca*" (Fig.

Al2).
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Figure A12. Estructura secundaria y mecanismo de accion de AtSOS3. Se muestran
cada uno de los motivos EF-hand de union a Ca’" y el motivo miristoilado. La unién
del Ca’" promueve la dimerizacioén de la proteina que expone motivos hidrofébicos a
través del cual interacciona con el motivo FISL de SOS3 para formar el complejo
SOS2/S0S3, que fosoforila a SOSI (Sanchez-Barrrena et al. 2005). Se muestra la
secuencia de SISOS3 (anteriormente LeSOS3) con fines comparativos.

, ., + . . ., .
Asi, la unién de Ca’ promueve la dimerizacion de SOS3, causando un cambio

conformacional que incrementa su caracter hidrofobico permitiendo su unién con el

motivo FISL de SOS2. Esto unido a la miristoilacion (y palmitoilacion) de su extremo

N-terminal dirige el complejo a las inmediaciones de SOS1 en la membrana plasmatica,

activandose por fosforilacion su actividad de extrusion de Na' durante el estrés salino

(Quintero et al. 2002, Qiu et al. 2002). Otra CBL que parece estar implicada en la

tolerancia a la salinidad es la descrita de guisante, PsCBL (Mahajan, et al 20006).

Recientemente, se ha descrito la AtCBL10 (SCABPS) como otro miembro de la familia

de CBLs implicada en la regulacion de la respuesta al estrés salino (Kim et al. 2007;

Quan et al. 2007). Al contrario que CBL4/SOS3, CBL10 se expresa Unicamente en
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tejidos verdes y no en raices. Sin embargo, existe cierta controversia en cuanto a la
localizacion subcelular de esta proteina. Segiin Kim et al. (2007), la proteina AtCBL10
interacciona fisicamente con AtCIPK24/SOS2, formando un complejo que se asociaria
con los compartimentos vacuolares responsables del almacenamiento de sales y
detoxificacion de las células vegetales. Sin embargo, Quan et al. (2007) demuestran que
esta proteina recluta SOS2 a la membrana activando asi SOSI para extruir Na" fuera de

la célula.

A.2.2. Otros mecanismos para el mantenimiento de la

homeostasis celular

A.2.2.1. Produccion de osmolitos

El estrés hidrico causado por el componente osmotico de la salinidad, y que es comun a
otros estreses, como sequia y frio (Fig. A2), conlleva la pérdida del turgor necesario para la
expansion celular y a procesos destructivos irreparables en las proteinas y membranas
celulares (Serrano y Gaxiola 1994). Aunque el uso de iones para ajuste osmotico puede ser
energéticamente mas favorable, las plantas glicofitas (y también halofitas) tipicamente
responden a la pérdida del turgor restableciendo el equilibrio osmoético mediante la sintesis
y acumulacion, principalmente en citosol, de osmolitos compatibles con la actividad de los
enzimas, del tipo de los polioles (glicerol, sorbitol, manitol, pinitol), azticares no reductores
(fructano, trehalosa y sacarosa), acidos organicos (acido malico) y algunos aminodcidos y
derivados (prolina y glicina-betaina) (Pilon-Smith et al. 1995, Bohnert y Jensen 1996, Hare
et al. 1998, Zhu 2002, Munns 2005, Chinnusamy et al. 2005, Tuteja 2008).

Entre los osmolitos indicados, la prolina es el que mas frecuentemente se acumula en
condiciones de estrés osmotico, provocado principalmente por sequia y salinidad. La
prolina sirve como un almacén de carbono y nitrogeno y secuestrador de radicales libres,
estabilizando, ademas las estructuras de membrana y proteinas, asi como tamponando el
potencial redox bajo estrés (Delauney y Verma 1993). El papel de la prolina en la
tolerancia al estrés osmotico se apoya en la mayor tolerancia al NaCl detectada en
mutantes acumuladores de prolina obtenidos por mutagénesis quimica, variacion
somaclonal o ingenieria genética (Taylor 1996, Petrusa y Winicov 1997, Nanjo et al.
1999). Asimismo, la expresion del enzima responsable de la sintesis de prolina, la 1-

pirrolina-5-carboxilato sintasa (PSCS), estd inducida por el estrés salino y osmotico en
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plantas (Liu y Zhu 1997), habiéndose demostrado que la sobreexpresion de PSCS en
tabaco conlleva un incremento en la concentracion de prolina, al tiempo que determina una
mayor productividad en condiciones de déficit hidrico (Kishor et al. 1995). No obstante, se
ha constatado que en algunos casos su acumulacion o su sintesis se inician cuando el dafio
celular es evidente, indicando que la sintesis de prolina no siempre constituye un marcador
de tolerancia (Perez-Alfocea et al. 1994, Cano et al. 1996, Liu y Zhu 1997).

La glicina-betaina es otro de los osmolitos organicos que también se acumulan en
algunas plantas en condiciones de estrés osmotico, actuando como osmoprotector
estabilizando las membranas y las estructuras cuaternarias de proteinas (Bohnert y Jensen
1996). Se sintetiza en el estroma cloroplastidial por medio de la colina monooxigenasa y
betaina-aldehido deshidrogenasa, siendo este tltimo inducible por estrés osmético, y clave
en la tolerancia de maiz (Saneoka et al. 1995).

La sacarosa y/o los azicares reductores solubles son otros solutos orgéanicos
involucrados en el ajuste (Pilon-Smith et al. 1995, Ishitani et al. 1996, Gao et al. 1998).
Ademas de su papel como osmolitos, los azicares pueden jugar otras funciones en plantas
estresadas. Asi, la acumulacion de azilicares solubles en respuesta a la sal permite paliar el
estrés oxidativo causado por la salinidad, debido a la capacidad de algunos de estos solutos
para neutralizar los radicales hidroxilos (Hare et al. 1998). Ademas, los azucares no
solamente son importantes para el crecimiento de la planta, sino que también afectan a los
sistemas sensores que regulan la expresion de una variedad de genes involucrados en la
fotosintesis, respiracion, sintesis y degradacion de almidon y sacarosa y metabolismo
nitrogenado (Koch 1996).

En la revision de Chinnusamy et al (2005), puede encontrarse un listado reciente de
plantas transgénicas de diferentes especies con una produccion incrementada de
osmolitos compatibles que mejoran la tolerancia a los estreses hidrico y salino en
condiciones experimentales de laboratorio, si bien, dicha mejora fue atribuida a su
efecto como osmoprotectores, mas que a su contribucion al ajuste osmotico. No
obstante, la estrategia de incrementar la produccion de osmolitos via ingenieria genética
en la mejora de la tolerancia mediante, se ha puesto en entredicho, ya que las
concentraciones a las que se acumulan no son lo suficientemente altas como para
explicar el ajuste osmotico, suponiendo ademas un alto coste energético para la planta, y
que en ningun caso ha resultado en una mejora efectiva de la tolerancia en condiciones

de campo o en condiciones reales de produccion (Flowers 2004).
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A.2.2.2. Produccion de ROS

El estrés salino, como otros estreses abiodticos (Fig. A2), produce la acumulacion de
ROS que es dafiina para las células a altas concentraciones, ya que causa un dafio
oxidativo a lipidos de membrana, proteinas y acidos nucleicos (Chinnusamy et al.
2005). Las plantas poseen una variada gama de antioxidantes enzimaticos (superoxido
dismutasa, catalasa y enzimas del ciclo ascorbato-glutation) y no enzimaticos (p.e.,
ascorbato, glutation, o-tocoferol y carotenoides) para combatir el estrés oxidativo
(Vinocur y Altman 2005, Chinnusamy et al. 2005). La evidencia acumulada indica que
la actividad y el nivel de expresion de genes que codifican a los enzimas antioxidantes
incrementan en respuesta a ROS bajo condiciones de estrés abidtico, y especificamente
salinidad. Puesto que no es objetivo de este trabajo, puede encontrarse de forma muy
detallada en la excelente revision llevada a cabo por Ashraf (2009), diferentes aspectos
relativos a la formacion de ROS en plantas en condiciones de estrés salino, su efecto en
el crecimiento y metabolismo de las plantas, y la respuesta defensiva de las plantas
frente a ROS, asi como la utilizaciéon de los antioxidantes como marcadores y en la
mejora de la tolerancia a través de la ingenieria genética. Asimismo, evidencias
bioquimicas moleculares parecen indicar una conexion entre el estrés salino y el estrés
oxidativo, a través de la implicacion de la ruta SOS, algunas de las cuales ya han sido

discutidos en el apartado A.2.1.2.1.

A.3. Idoneidad del tomate como modelo genético vegetal para estudiar

la homeostasis ionica bajo condiciones salinas

De los antecedentes expuestos en este capitulo de esta memoria, especialmente los
provenientes de la investigacion en plantas modelo como Arabidopsis y arroz, ha
conducido a la idea actualmente preponderante de que la homeostasis del K™ a nivel de
planta entera bajo condiciones salinas tiene lugar, al menos en una gran medida, por
medio de la regulacion de las concentraciones internas de Na' en los diferentes tejidos,
a través de diferentes transportadores de Na' que controlan la carga y descarga
xilematica, entre ellos, especialmente, los de tipo SOS1 y HKT (Zhu et al 1998, Horie y
Schroeder 2004, Rus et al. 2005; Ren et al. 2005, Sunarpi et al. 2005, Apse y Blumwald
2007).
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Como Arabidopsis es una planta glicofita y muy sensible a la salinidad, podria
pensarse que no es apropiada para llevar a cabo el estudio de los mecanismos de
tolerancia a la salinidad. Sin embargo, a través de procesos de adaptacion, las glicofitas
poseen la maquinaria para la tolerancia a la salinidad que no opera efectivamente en
condiciones de no-adaptacion. Asi, la diferencia a la tolerancia a la salinidad entre
glicofitas y halofitas resultaria ser mds bien cuantitativa que cualitativa, y los
mecanismos basicos de tolerancia a salinidad muy probablemente se encuentren
conservados en todas las plantas. La identificacion de /oci sensibles al exceso de
salinidad fue un descubrimiento de la una importante ruta reguladora que controla la
homeostasis ionica y la tolerancia salina (Zhu, 2002).

No obstante, existen dos importantes limitaciones en lo que se refiere al estudio del
transporte de Na' a larga distancia en Arabidopsis. La primera es la practica ausencia de
tallo, o al menos, tan corto que no permite una diseccion precisa de los contenidos
relativos de Na' en tallo con respecto a las hojas, lo que limita el estudio de importantes
factores que controlan la homeostasis de Na" y K" a nivel de organismo bajo
condiciones salinas, como son los procesos de reabsorcion de Na' por el tallo y su
redistribucion en hojas viejas. (Tester y Davenport 2003). La segunda limitacion es que
en Arabidopsis y otras plantas modelo, como cebada, maiz o arroz no comparten un
modelo similar de expresion, regulacion y caracteristicas cinéticas para muchos de estos
transportadores (p.e., un miembro de HKT en Arabidopsis, 9 en arroz) (Méser et al
2001, Garciadeblas et al. 2003, Mgller y Tester 2007). Asimismo, las diferencias
anatomicas y fisioldgicas entre monocotiledoneas y dicotiledoneas, y sus respuestas
fisiologicas diferenciales a la sal, aconsejan para estas ultimas, la utilizacion de un
modelo vegetal diferente que permita estudiar las bases moleculares de la homeostasis
de Na" y K" bajo condiciones salinas en especies horticolas de interés agrondémico
(Tester y Bacic 2005, Davenport et al. 2005 y 2007, Mepller y Tester 2007, Byrt y
Munns 2008).

A este respecto, el tomate constituye un conveniente y excelente modelo de planta
de cosecha que lo hacen idoneo para estudiar dichos aspectos (Foolad 2007): su gran
relevancia economica nacional e internacional, haber sido objeto de amplios estudios
fisiologicos, bioquimicos y moleculares, por ser facilmente manipulable por ingenieria
genética, asi como por la existencia de una enorme cantidad de informacion disponible
de los proyectos de secuenciacion de ESTs a gran escala, estando en progreso la

secuenciacion de su genoma  (International  Tomato  Sequencing  Project
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http://www.sgn.cornell.edu), que facilitara la identificacion funcional de los genes de

interés. Asimismo, el tomate presenta una gran diversidad genotipica en relacion a la
homeostasis io6nica, habiéndose demostrado que el control del transporte a larga
distancia durante el estrés salino constituye un importante determinante de su tolerancia
a condiciones salinas, de forma que las mas tolerantes acumulan mayor cantidad de
sales en tallos y hojas, con una distribucion diferencial en hojas viejas, que previenen su
acumulacion en hojas jovenes, y las mas sensibles lo hacen preferencialmente en raices
(Cuartero y Fernandez-Muinoz 1999, Foolad 2004, Cuartero et al 2006). La raiz de
tomate parece determinar, en una gran medida, las concentraciones de Na™ que llegan a
la parte aérea en funcion de la intensidad del estrés (Estafi et al 2005), por lo que parece
posible la implicacion en dicha regulacion del moédulo funcional de SOS o de
transportadores de tipo HKT en las células parenquimaticas que cargan al xilema de raiz
y tallo.

Desde el punto de vista agrondmico, el tomate es el cultivo horticola de mayor
importancia econdmica nacional y mundial, cultivado en zonas altamente productivas,
que en Espafia corresponde fundamentalmente a regiones aridas y semiaridas de la
franja sureste mediterranea (Granada, Almeria, Murcia y la region levantina). En estas
zonas, fuertemente dependientes de la irrigacion, se viene produciendo un fenémeno de
salinizacion creciente de los suelos y del agua de riego que esta afectando gravemente a
la produccion de estos cultivos, originado fundamentalmente por malas practicas de
riego y uso de aguas salobres, derivada de la gran demanda de agua de alta calidad para
consumo humano e industrial (Cuartero y Fernandez-Muifioz 1999). Para resolver este
problema se han venido aplicando de forma complementaria estrategias tecnologicas y
biologicas (Cuartero et al 2006). Las estrategias biologicas, de especial importancia en
Agricultura Sostenible, persiguen la utilizacion del potencial genético de las variedades
y especies relacionadas como objeto de seleccion y mejora, lo que requiere un
conocimiento de los mecanismos fisiologicos, bioquimicos y moleculares que controlan
la tolerancia, que haga posible una mejor aplicacion de los criterios de seleccion de
genotipos, identificacion de rasgos halofiticos y, eventualmente, su manipulacion por
cruzamiento convencional o por ingenieria genética.

En relacion al cultivo del tomate, se han identificado fuentes de variacion genotipica
en ciertas variedades cultivadas primitivas y, particularmente, en algunas especies
silvestres genéticamente proximas con un alto nivel de tolerancia a la sal, que pueden

servir como donadores de rasgos de tolerancia Alguna de estas especies silvestres,
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Solanum pimpinellifolium o S. cheesmanii parecen cumplir estos requisitos, ya que
soportan concentraciones de 150-200 mM NacCl, sin merma aparente en el crecimiento
(Cuartero y Fernandez-Muiioz 1999). Estas especies de comportamiento halofito
(incluidoras) puede diferenciarse de sus parientes sensibles de comportamiento glicofito
(excluidoras) en la utilizacion de unos pocos determinantes de tolerancia
(transportadores de iones y/o sintesis de osmolitos) y sus correspondientes rutas
reguladoras, o bien presentar variaciones en la expresion o la regulacion de los mismos
(p.e. alelos hipo o hiperactivos), lo que explicaria una mejor adaptacion a la sal
(Cuartero y Fernandez-Muiioz 1999, Cuartero et al. 2006). Sin embargo, la obtencion de
variedades tolerantes a la salinidad en términos de produccion derivado de la aplicacion
de técnicas de mejora clasica de introgresion de caracteres de especies silvestres en
variedades cultivadas ha tenido un éxito muy limitado o casi nulo, debido al escaso
conocimiento de las claves biologicas (QTLs definidos) que caracterizan a los distintos
genotipos que puedan utilizarse como rasgos de halotolerancia (Cuartero et al 2006). A
ello se une la dificultad de combinar en el proceso de seleccion de este rasgo tan
complejo, probablemente con un gran numero de genes implicados, el rasgo del
rendimiento y calidad de la cosecha (Flowers 2004, Foolad 2004).

La ingenieria genética constituye un método rapido para la mejora de plantas de
interés agrondmico. Aunque numerosos estudios han mostrado que la sobreexpresion de
un Unico gen permite obtener plantas resistentes, incluido tomate, a concentraciones
relativamente elevadas de sal (ver apartados previos), han surgido serias dudas de la
efectividad de esta estrategia, para la obtencion de cultivos tolerantes a la sal en
condiciones reales de produccion, debido precisamente al caracter multigénico de la
tolerancia, y porque la introduccion de genes claves en la halotolerancia también puede
afectar a otros parametros importantes de la produccion (Flower 2004, Cuartero et al
2006, Foolad 2007, Yeo 2007).

No obstante, la aplicacion de las herramientas de gendémica funcional, para la
identificacion y analisis funcional de genes in planta, como la sobreexpresion y
silenciamiento génico, son de gran utilidad no solo para descifrar los mecanismos
implicados en procesos claves para la produccion agricola en condiciones de salinidad,
sino también porque puede proveer de marcadores moleculares de halotolerancia, paso
previo para la mejora genética. En relacion a ello, un importante abordaje funcional
alternativo que va a facilitar sin duda dicha mejora, es la investigacion sobre el gen o

grupo de genes implicados en la funcionalidad de QTLs que determinan rasgos de
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halotolerancia, y, particularmente, sobre la asociacion entre genes candidatos de
funciones conocidas por abordajes anteriores de genética molecular con dichos QTLs
(Asins 2002, Yamaguchi and Blumwald 2005, Salvi y Tuberosa 2007, Yeo 2007).

Todo ello permitira incrementar la eficacia de los programas de mejora del tomate,
en este caso, a condiciones salinas mediante la seleccion de genotipos, asistida por
marcadores moleculares asociados a los rasgos de interés, o su utilizacion, ya sea como
factores de halotolerancia, sea de mayor eficiencia en la nutricion de K o del uso del
agua, por introgresion de sus variantes alélicas favorables via cruzamiento
convencional, o por ingenieria genética, lo que repercutira en la produccion y en la
calidad. Dado el actual rechazo social a las cosechas modificadas genéticamente, la
primera estrategia podria ser mas realistica a corto o medio plazo que la segunda

(Ashraf et al 2008).

A.4. Aplicacion de herramientas de genomica funcional para la
caracterizacion de genes implicados en la homeostasis ionica.

Silenciamiento génico postranscripcional

El silenciamiento génico mediado por ARN es un proceso de degradacion de una
secuencia especifica conservado en casi todos los organismos y que se conoce como
silenciamiento génico post-transcripcional (postranscriptional gene silencing -PTGS-),
ARN de interferencia (RNAi) o quelling, en plantas, animales y hongos
respectivamente. Este proceso que ocurre naturalmente ha sido reconocido como una
importante herramienta en los estudios de genética reversa (Baulcombe 2002;
Waterhouse y Helliwell 2003). A través de este mecanismo, la maquinaria celular
impide la expresion de un gen que deberia estar expresandose en circunstancias
normales. La expresion génica se puede regular tanto a nivel transcripcional como
postranscripcional.

El silenciamiento génico transcripcional (Transcriptional Gene Silencing o TGS) es
el resultado de la modificacion de las histonas. Esta modificacion crea un ambiente de
heterocromatina alrededor de un cierto gen, que impide el acceso de la maquinaria
transcripcional (factores de transcripcion, ARN polimerasas, etc.). El silenciamiento
génico postranscripcional (PTGS), en cambio, es un término que engloba una serie de
eventos dirigidos a la degradacion del mRNA con especificidad de secuencia y a la

disminucién de la expresion del gen correspondiente. En un principio TGS y PTGS se
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consideraban dos rutas separadas e independientes, pero recientemente se ha
demostrado que constituyen dos vias alternativas, aunque no excluyentes. Ambos tipos
de silenciamiento génico pueden iniciarse por la misma ruta de degradacion de RNA de
doble cadena, aunque con cierta especificidad, esto es, el TGS se inicia a partir de RNA
de doble cadena conteniendo copias de secuencias promotoras, mientras que el PTGS lo

hace a partir de RNA de doble cadena que incluye ORFs (Fagard y Vaucheret, 2000).

Viral RNA hpRNA VIGS-encoded RNA

~ | —

dsRNA

8
nooooo@;ooooooo(

dsRNA cleavage

mRNA PolyA
B Antisense
I strand

YAVAVAV/ YAVAVASY

Degraded mRNA

Figura A13. Presente modelo simplificado de silenciamiento génico mediado por ARN
en plantas. ARNs de doble cadena (dsRNA), de virus ARN, de vectores derivados de
virus (VIGS) o “hairpinRNA” (hpRNA) transcritos desde un transgen se procesan por
un complejo enzimdatico DICER (ribonucleasa tipo IIl) para generar siRNA (“small
intereference RNA”). Un complejo que contiene una endonucleasa, RISC (“RNAi
silencing complex”) es guiada por la hebra antisentido del siRNA para romper ARNm
especifico complementario de la secuencia siRNA, promoviendo su completa
degradacion. Tomado de Waterhouse y Helliwell (2003).
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A pesar de que el fendmeno de silenciamiento génico fue descrito por primera vez
hace mas de 15 afios, aiin no se conoce con precision su mecanismo molecular. Sin
embargo, se ha avanzado mucho en estudios que lo describen parcialmente. Utilizando
analisis bioquimicos y genéticos se ha podido establecer un modelo que describe como
se produce el PTGS. En este modelo, el silenciamiento puede dividirse en una etapa de
iniciacion y en otra etapa efectora y de mantenimiento (Hamilton y Baulcombe, 1999;
Hannon, 2002, Hutvagner y Zamore 2002, Fig. A13).

La etapa de iniciacién comienza con la presencia de un ARN doble cadena (double-
stranded RNA o dsRNA) (Fire et al. 1998). Este dsSRNA puede ser un intermediario de
replicacion de un virus, puede haber sido introducido artificialmente o puede provenir
de un transgén. El siguiente paso, la propagacion del silenciamiento, se produce a nivel
molecular, desde la secuencia diana inicial a otras adyacentes (silenciamiento
transitivo), y a nivel de la planta completa, desde el punto donde se origina a otros
tejidos (silenciamiento sistémico). El dsRNA es reconocido y es digerido por la enzima
Dicer, que posee dominios de ARNasa tipo III (enzimas que degradan moléculas de
ARN), para formar moléculas de ARN pequeiias (small interference RNAs o siRNAs)
de 21-26 nucleotidos de longitud, también llamados ARN guia (Hamilton y Baulcome
1999, Voinnet et al. 2002).

En la etapa efectora, las moléculas de siRNA se asocian de manera especifica a un
complejo multienzimatico, conocido como RISC (RNA-induced silencing complex -
complejo de silenciamiento inducido por ARN-). La actividad helicasa de RISC separa
las dos hebras del siRNA, y solo una de ellas permanece unida al complejo. Una vez
que RISC esta activado, tiene como blanco la degradacion de los ARN mensajeros
homologos a dichos siRNAs. En plantas existe ademas una etapa de amplificacion que
ocurre mediante la produccion de copias del dsRNA que origind el silenciamiento,
generando mas moléculas de siRNAs; o directamente mediante la replicacion de los
siRNAs. En estos fendmenos interviene una ARN polimerasa dependiente de ARN
(RdARP, capaz de sintetizar moléculas de ARN empleando ARN como molde). Por otro
lado, el silenciamiento desencadenado en un punto particular de la planta genera una
sefal movil que es capaz de inducir el fendmeno en tejidos alejados del sitio de inicio.
Si bien todavia no se conoce con exactitud la naturaleza de esta sefial, existen pruebas
contundentes que involucran a los siRNAs como participantes en este proceso (Palauqui

etal. 1997; Voinnet et al. 1998).
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Las investigaciones sobre las bases moleculares de PTGS en plantas han contribuido

a la identificacion de siRNA y los genes implicados en la ruta del silenciamiento génico
mediado por ARN en eucariotas y mas especificamente en plantas (Hamilton y
Baulcombe 1999; Dalmay et al. 2000, Fagard et al. 2000).
Estos esfuerzos también han aportado evidencias de que el silenciamiento mediado por
ARN juega un papel esencial en defensa contra el movimiento de elementos genéticos
tales como virus y transposones (Vance y Vaucheret 2001, Waterhouse et al. 2001,
Baulcombe 2002).

Por todo esto, el silenciamiento mediado por ARN ha sido considerado como una
importante herramienta en genética reversa y sus aplicaciones han sido modificadas y
mejoradas extensamente con objeto de facilitar la investigacion de diferentes fenomenos
en Biologia Vegetal (Baulcombe 2002, Waterhouse y Helliwell 2003). La identificacion
de la ruta general para la induccion del silenciamiento génico en plantas condujo al
desarrollo de varios métodos para llevar a cabo este silenciamiento mediado por ARN
en plantas. En un principio se usaron construcciones antisentido que generaban RNAi y
producian cosupresion génica, dando como resultado una modesta proporcion de
individuos silenciados, no mas del 30% (Wesley et al. 2001). Recientemente se ha
demostrado el potencial de 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 RNA 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
nucleotidos, es posible silenciar genes en un gran numero de especies vegetales.
Ademas, se ha demostrado que la introduccion de un intron (ihpRNA), provoca un
aumento en el efecto de silenciamiento hasta obtener casi el 100% de transformantes
(Smith et al. 2000; Stoutjesdijk et al. 2002). Esta construccion da lugar, tras la
transcripcion, a una estructura compuesta por un “bucle” de RNA de cadena simple y
un “tallo” formado por RNA de doble cadena con las repeticiones invertidas (Figs. A13,
Al4 y M6, Wesley 2001, Waterhouse y Helliwell 2003, Watson et al. 2005).

Mediante el uso de este tipo de construcciones iipRNA se obtienen una serie de
transformantes de los cuales algunos presentan una completa supresion (knock-out) del
gen diana endogeno, y otros presentan niveles de actividad muy reducidos pero
detectables. Esta variacion en el grado de silenciamiento constituye una herramienta

muy util para estudios de funcionalidad génica, ya que la reduccion de la expresion de
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un gen causada por este tipo de construcciones puede producir plantas viables con

fenotipos indicativos del papel de dicho gen (Wesley et al. 2001).

(I T T-DNA
Promotor 35- cDNA sentido INTRON cDNA antisentido 0OCsS 3
TRANSCRIPCION
L
dsRNA

Figura A14. Esquema ilustrativo de una construccion ihpRNA

EL silenciamiento génico de un gen diana puede llevarse a cabo de forma estable
por transformacion genética de la planta mediada por Agrobacterium, a través de una
construccion de ADN, que codifica alguno de los ARN anteriores, que se introduce en
el T-DNA de Agrobacterium, produciendo un silenciamiento estable tras Ia
transformacion de la planta, ya en las lineas transformantes primarias, dado su caracter
dominante, que es heredado en sucesivas generaciones (apartado M7). El uso de los
vectores plasmidicos (pHANNIBAL/pKANNIBAL) han permitido la facil fabricacion
de construcciones de tipo hpRNA usados en el presente trabajo (Fig. M6, Wesley et al.
2001).

Alternativamente, se ha desarrollado una técnica de silenciamiento génico
transitorio especialmente util para plantas dificiles de transformar establemente o para el
estudio de genes esenciales en el desarrollo de la planta. Este tipo de silenciamiento
transitorio consiste basicamente en el uso de un Agrobacterium transformado con un
fragmento del genoma viral, que se introduce en la planta mediante infiltracion y se
conoce como VIGS (virus-induced gene silencing -silenciamiento génico mediado por
virus-). El uso de los VIGS como via de silenciamiento génico transitorio se basa en el
hecho de que la ruta de silenciamiento mediada por siRNA en plantas constituye un
mecanismo natural de defensa frente a virus DNA y RNA, hipotesis apoyada por el
descubrimiento de que todos los virus de plantas codifican supresores del silenciamiento

génico (Wang y Metzlaff 2005). VIGS es una técnica relativamente sencilla y rapida
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que permitiria asignar funciones a genes que se han secuenciado pero de los que se
desconoce su funcion, para lo cual se han disefiado multitud de vectores viricos. Lo
esencial para llevar a cabo este proceso de silenciamiento es encontrar la combinacion
adecuada entre el virus y el hospedador. Es decir, encontrar un vector virico que
produzca sintomas suaves en la planta y silenciamiento en los meristemos, propagando
la infeccion al mayor nimero de células y tejidos adyacentes al area infiltrada. La
ausencia de vectores viricos que cumplan estas exigencias limita el uso de VIGS. Sin
embargo, el desarrollo de vectores basados en TRV (tobacco rattle virus), que produce
sintomas muy suaves e infecta sistémicamente los meristemos y los tejidos
reproductivos han resuelto algunas de estas cuestiones. La mayor parte de los vectores
disponibles son validos para Solanaceas, y en particular, a Nicotiana benthamiana
(Brigneti et al. 2004, Burch-Smith et al. 2004, Senthil-Kumar et al. 2007). La gran
utilidad de esta técnica explica el que los ultimos afios mas de 50 estudios
independientes han descrito el desarrollo de vectores viricos para llevar a cabo VIGS en
diferentes especies vegetales. Para detalles completos en cuanto a vectores disponible y
la especie de planta en los que se puede usar, se sugiere la consulta de la revision

reciente de Senthil-Kumar et al. (2008).

72



IV. Plan de Trabajo



74



Plan de Trabajo

La investigacion propuesta se ha concretado en el siguiente plan de trabajo:

1. Aislamiento de los genes homodlogos SOS de tomate

2. Ensayo funcional de SISOS en levadura

3. Ensayo funcional in planta de SISOS en Arabidopsis

4. Genética reversa en tomate mediante silenciamiento génico de SISOS
(RNAI).

5. Evaluacion del fenotipo de los transformantes con supresion de SISOS1.
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M.1. Material biologico

M.1.1. Bacterias

M.1.1.1. Cepas bacterianas utilizadas

Escherichia coli

Para el clonaje y amplificacion rutinaria de plasmidos, se ha utilizado la cepa Novablue
GigasinglesTM Competent Cells (Bionova, Novagen) (endAl hsdR17 (vK12~ mKI12")
supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F’ proA B laclqZAM15::Tnl0 (TcR)]

Agrobacterium tumefaciens.

Para la transformacion de Arabidopsis y tomate se han utilizado las siguientes cepas de

Agrobacterium:
Cepa Seleccion Plasmido Ti | Seleccion Planta Referencia
cromosomal

LBA4404 | Rifampicina | pAL4404 Estreptomicina | Tomate Hoeckema et al.
pSOUP Tetraciclina (1983)

GV3101 | Rifampicina | pMP9ORK Gentamicina Arabidops | Koncz 'y Schell,
pSOUP Kanamicina is (1986)

Tetraciclina

M.1.1.2. Medios y condiciones de crecimiento de bacterias

La esterilizacion de los medios se llevo a cabo autoclavando 20 min a 121°C y 1.8

atmosferas de presion.

Para el clonaje y propagacion de plasmidos conteniendo el inserto completo de

SISOS1, las bacterias crecieron en medio LB en el que el NaCl fue eliminado o

sustituido por KCL.
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Para el cultivo de las cepas de Agrobacterium se utilizd el medio LB o
alternativamente el medio TYNG, para evitar la propension de estas cepas a formar

grumos.

Medio Luria-Bertani (LB)

Extracto de levadura | 0.5 % (p/v)
Bcto-Triptona 1% (p/v)
NaCl 1% (p/v)

Medio TYNG
Triptona 10gL”
Extracto de levadura | 5 gL’
NaCl 10gL”
MgSO, 02gL’

Medio SOC
Bacto triptona 2% (p/v)
Bacto extracto de levadura 0.5% (p/v)
NaCl 10 mM
KCI 25mM
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
glucosa 20 mM

Los cultivos bacterianos crecidos en medio sélido se llevaron a cabo adicionando a
todos estos medios 15 g L de agar bacteriologico. Todos los medios se ajustaron a pH

7 con NaOH.

Antibioticos
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Para la seleccion de plasmidos, se afiadieron diferentes antibidticos (Duchefa),
previamente esterilizados por filtracion con filtros de 0.22 um (Acrodisc, Pall
Corporation), en el medio esterilizado y enfriado a ~50°C.
- Ampicilina: solucion madre preparada a una concentraciéon de 10 mg mL™ en agua de
calidad milli-Q y utilizada a una concentracion final de 100 pg L.
- Kanamicina: solucion madre preparada a una concentracion de 50 mg mL™" en agua de
calidad milli-Q y utilizada a una concentracion final de 50 pg mL ™.
- Rifampicina: solucion madre preparada a una concentracion de 30 mg mL™" en metanol
(se conserva protegido de la luz) y usada a una concentracion final de 50pg mL™.
- Estreptomicina: solucion madre preparada a una concentracion de 30 mg mL™ en
etanol absoluto y usado a una concentracion final de 30 pg mL™.

Los cultivos bacterianos que contenian los plasmidos de interés se conservaron a

-80°C, previa adicion de glicerol estéril a una concentracion final del 15% (p/v).

M.1.1.3. Transformacion de E.coli

Alicuotas de 50 pL de células competentes Novablue GigasinglesTM Competent Cells
(Novagen) almacenadas a -80°C se descongelaron en hielo durante 5 min y se le
afiadieron entre 1-10 ulL de producto de la ligacion (0.1-0.2 ug de ADN plasmidico).
Tras una incubacion en hielo durante 5 min, las células se sometieron a un choque
térmico de 42° C durante 30 sec, manteniéndose durante 2 min en hielo. A continuacidn
se afiadieron 250 pL de medio SOC y se incubaron a 37° C en agitacion durante 60 min.
Las células se extendieron en placas de LB con el antibiotico de seleccion apropiado y
se crecieron a 37°C durante 14-17 h. Los transformantes se confirmaron por PCR de
colonias con los cebadores apropiados (apartado M.3.7) o bien mediante restriccion
enzimatica de una mini preparacion de ADN plasmidico del transformante (apartado

M.2.2).
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M.1.1.4. Transformacion de A.tumefaciens

M.1.1.4.1. Preparacion de células competentes de A. tumefaciens

Una colonia de A. tumefaciens de la estirpe apropiada se inoculé en 5ml de medio
TYNG o LB con antibidticos de seleccion y se incub6 hasta el dia siguiente a 28° C con
agitacion orbital a 220 rpm. Con 0.5 mL de este precultivo, se inocularon 60 mL del
mismo medio, incubandose a 28° C en agitacion orbital a 220 rpm, hasta alcanzar una
DOgso de 0.5-0.6. Tras mantener el cultivo en hielo durante 10 min, se centrifugé a 4800
rpm (rotor GSA, Sorvall) durante 6 min a 4° C, y se resuspendi6 en 20 mL de 20 mM
CaCl, frio, centrifugandose de nuevo para eliminar los restos de antibidtico. Las células
se resuspendieron en 1 mL de 20 mM CaCl, frio y se congelaron y almacenaron a -80°

C en alicuotas de 150 pl conteniendo 15 % (v/v) glicerol.

M.1.1.4.2. Transformacion de células competentes de A. tumefaciens

A 150 pl de células competentes se afiadio 10 uL. de ADN plasmidico y se recongelaron
en N, liquido durante Smin. Tras descongelarlas a temperatura ambiente, se anadi6 1
mL de medio TYNG o LB y se incubaron a 28°C con agitacion suave durante 1 hora.
Las células se recogieron por centrifugacion y extendieron en placas Petri con TYNG o
LB con los antibidticos de seleccion. Los transformantes se confirmaron por PCR de
colonias (apartado M.3.7.) con los cebadores apropiados o bien recuperando el
plasmido por retransformacion de E.coli con una preparacion del ADN plasmidico de
Agrobacterium y analizando los transformantes bacterianos por restricciéon enzimatica

(apartados M.2.2., M.1.1.3. y M.3.5.).

M.1.2. Levaduras

M.1.2.1. Cepas de Saccharomyces cervisiae utilizadas

Se ha usado la estirpe de Saccharomyces cerevisiae AXT3K (denal::HIS3::ena4,
Anhal::LEU2, Anhxl::KanMX4) construida por Quintero et al (2000) a partir de una
cepa ANT3 (denal::HIS3::ena4, Anhal::LEU?2), ambas derivadas de la estirpe silvestre
W303-1B (Mato. ura3-1 leu2-3 112his3-11, 15trpl-1 ade2-1 canl-100). Esta cepa es
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auxotrofa para adenina, triptéfano y uracilo y presenta un fenotipo de hipersensibilidad
al NaCl, ya que carece de los principales sistemas de eflujo de Na" necesarios para su
tolerancia salina: las ATPasas de Na" ENA1-4 y el antiportador Na'/H', NHAI,
localizados en la membrana plasmatica, asi como el antiportador Na'/H', NHXI,
situado en el reticulo endoplasmico (Quintero et al. 2000 y sus referencias). Dicha cepa
ha sido de gran utilidad en la caracterizacion funcional de proteinas transportadoras de
Na' procedentes de plantas. Se ha utilizado también la cepa YP890, derivada de la cepa
AXT3K en la cual un casette de expresion PGK1:AtSOS1:CYCI se insertd en la region
cromosomal 3’ no traducida del gen CYC! por recombinacion homoéloga (Guo et al.,
2004). Ambas cepas han sido cedidas por los Drs. JM Pardo y FJ Quintero (IRNA-
CSIC, Sevilla).

M.1.2.2. Medios y condiciones de crecimiento de levaduras

Las levaduras crecieron a 28-30C°. Para el crecimiento rutinario se uso el medio rico
YPD
Medio YPD:

Extracto de levadura | 1% (p/v)

Bacto-Peptona 2% (p/v)
Glucosa 2% (p/v)

Para solidificar el medio se anadi6 2% (p/v) de agar. Para el crecimiento de las

levaduras en condiciones selectivas se uso el medio minimo SD

Medio SD
Bacto-agar 2% (p/v)
Glucosa 2% (p/v)
Yeast nitrogen base sin 0.7% (p/v)

amino acidos (YNB)

Acido Succinico—Tris pH 5.5 | 50 mM
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A este medio se le anadieron los aminoacidos a las concentraciones indicadas mas
abajo requeridos por las distintas cepas auxotrofas utilizadas.
Adenina 1.74 mM
Uracilo 2.67 mM
Triptofano  0.48 mM

Para el crecimiento de las levaduras en medio minimo en los experimentos de
complementacion funcional se utilizo el medio APD, descrito por Rodriguez-Navarro y

Ramos (1984).

Medio APD
H3PO4 8 mM
MgSO, 2mM
CaCl, 0.2 mM
KCI 1mM
Arginina 10 mM
Glucosa 2 % (p/v)
Elementos traza’ 1ml
Vitaminas® 1ml

'Elementos traza:

BOsH; 0.8 mM
CuS0,4.5H,0 0.016 mM
Kl 0.06 mM
FeCl;.6H,0 0.07 mM
MnSQO,.H,O 0.26 mM
N32M004 0.08 mM
ZnS0,47H,0 0.14 mM
2Vitaminas

Biotina 0.80 uM
Niacina 0.32 uM
Piridoxina 0.19 uM
Tiamina 0.12 uM
Ca-Pantotenato 0.08 uM

El pH se ajust6 a 6.5 con L-arginina hasta una concentracion final de 10mM. Este
medio carece de K' y otros cationes alcalinos y contiene los amino4cidos necesarios
para el crecimiento de las cepas en las concentraciones indicadas mas arriba. Para
realizar ensayos de tolerancia salina de la levadura, se afiadi6 1mM de KCI y se

suplement6d con NaCl a diferentes concentraciones. Las cepas que portaban diferentes
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construcciones plasmidicas se almacenaron a -80 C° después de anadir 15% de glicerol

estéril a la suspension de células en el medio de cultivo.

M.1.2.3. Transformacion de levaduras

Se ha seguido el protocolo rapido para la preparacion de células competentes descrito
por Gietz y Woods (2002). Se prepar6é un cultivo inoculando la estirpe apropiada de
levadura sobre una placa de YPD-agar y se incubd toda la noche a 30° C. Se rascaron
unos 25 uL de células de la placa con un asa de siembra y se pusieron en 1mL de agua
estéril, sedimentandose por centrifugacion durante 5 seg. Alternativamente, la cepa
puede ser inoculada en 5 mL de medio YPD e incubando a 30°C en agitacion a 200 rpm
toda la noche. En este caso, las células se recogieron por centrifugacion durante 5 seg.
Las células se resuspendieron en 1 mL de acetato de litio (LiAc) 100 mM, y se
incubaron durante Smin a 30° C. Tras una centrifugacion de 5 sec, el sedimento celular
se resuspendi6 en 240 uL PEG3350 50% (p/v), 36 uL LiAc 1.0 M, 50 pul ADN de
cadena simple de esperma de salmén (2.0 mg mL™), 5 pL ADN plasmidico (100 ng-5
mg), 20 uL. H,O milliQ. La suspension celular se agitd vigorosamente durante 1 min, y
se incubaron durante 20 min a 42° C. Las células se recogieron por centrifugacion
durante 10 sec y se resuspendieron en 300 pL de H,O milliQ, y se extendieron en placas
selectivas de medio SD conteniendo los aminoacidos auxotrofos para la cepa, excepto el
del marcador, es decir, el aminoacido cuya sintesis es determinada por el gen presente

en el plasmido transformante, incubandose a 28°C durante 2-4 dias.

M.1.3. Material vegetal

M.1.3.1. Solanum lycopersicum L.

Para los experimentos de aislamiento de genes de la ruta SOS de tomate se han utilizado
semillas de S. lycopersicum cv. Pera. Para el estudio del patron de expresion de los
genes en funcion de la diversidad genotipica mediante ensayos de northen blot se han

utilizado semillas de S. lycopersicum de una variedad tolerante, Edkawy, y otra sensible,
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Moneymaker, y también, de una especie silvestre tolerante a la sal, como S.
pimpinellifolium Mill. Acc. PE-2 (Cuartero y Ferndndez-Muifioz 1999). Para los estudios
de silenciamiento génico postranscripcional (RNAi), se utilizaron semillas de S.
lycopersicum cv. Moneymaker. Todas estas semillas han sido cedidas por el Dr. Jesus

Cuartero, Estacion Experimental de La Mayora, CSIC, Malaga.

M.1.3.1.1. Esterilizacion de semillas

Para el tomate, se ha seguido el método de esterilizacion en liquido por lo cual se
sumergen las semillas en una solucién de etanol al 70% durante 2 minutos para
despegar la capa gelatinosa que cubre las semillas. Transcurrido este tiempo, se elimind
el etanol y se lavaron las semillas con agua. Posteriormente, se sumergieron en una
solucion de hipoclorito sédico comercial diluido al 5% durante 3 horas. Pasado este
tiempo, las semillas se lavaron cuatro veces en agua destilada estéril. Finalmente se
dejaron las semillas en agua estéril durante toda la noche a temperatura constante 25°C.
Todos los pasos se realizaron en agitacion suave constante. El largo tratamiento con
lejia y la incubacion durante toda la noche se realizaron para estimular una germinacion

lo mas uniforme posible.

M.1.3.1.2. Cultivo de plantas de tomate en suelo

Las semillas estériles de tomate se germinaron en cajas de plastico que contenian arena
de cuarzo estéril, durante 4 dias en oscuridad y a 24°C. Transcurrido dicho periodo, se
transfirieron a la camara de cultivo bajo unas condiciones de temperatura de 24°C/18°C,
dia/noche, iluminacion de 122 pE m™s™ y fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad y una humedad relativa del 40-50%.

Tras 8 a 10 dias de iniciado el proceso de germinacion, las plantulas se transfirieron
a semilleros que contenian turba hasta alcanzar un porte adecuado (4 hojas), pasandose
entonces a macetas de 5 L con turba. Las plantas transferidas a macetas se cultivaron en
invernadero, con un valor medio de irradiacion luminosa de 890 pmoles m™ s y un
fotoperiodo de 10-15 horas, entre Septiembre y Mayo, y mantenidas a una temperatura
y humedad relativa de 27/15°C y 40/55 %, dia/noche, respectivamente, hasta la
fructificacion. El régimen de riego fue 2-3 veces por semana con una solucion 1/4x de

Hoagland (Tabla M1) (Hoagland y Arnon 1950):
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Tabla M1. Solucion nutritiva de para el riego de tomate

Macronutrientes [mM]
NH4H,PO4 1
KNO3 6
Ca(NO3),.4H,0 5
MgS0,.7H,0 2,5
Micronutrientes [uM]
H;BOs 60
MnCl,.4H,0 20
ZnS04.7TH,O 2
(NH4)sM07024.H,0O 1
Fe-EDTA 60
M.1.3.1.3. Cultivo de plantas de tomate en perlita

Para experimentos de expresion génica (Northern blot), se llevd a cabo cultivos de
tomate en macetas con perlita. Las semillas de tomate se esterilizaron en superficie
(apartado M.1.3.1.1), se sembraron en macetas que contenian perlita estéril, donde
crecieron durante cinco semanas. Las plantas se cultivaron bajo condiciones de
invernadero (apartado M.1.3.1.2), regandose cada dos dias durante la primera semana
con un dilucion 1/10 de una solucion nutritiva de Hoagland (Hoagland and Arnon,
1950) (apartado M.1.3.1.2) y posteriormente, con una dilution 1/4 de la misma
solucion nutritiva, en las que permanecieron para luego aplicarles el tratamiento salino

los ultimos tres dias con 0 y 225 mM NaCl.
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M.1.3.1.4. Cultivo de plantas de tomate en hidroponico

Las semillas estériles de tomate se germinaron en cajas de plastico que contenian arena
de cuarzo estéril durante dos dias en oscuridad y a 24 °C. Las semillas germinadas se
pasaron a, una camara de cultivo en condiciones controladas de temperatura y humedad
(como en M.1.3.1.2) donde se cultivaron hasta que las plantulas alcanzaron un tamafo
adecuado para el cultivo hidropoénico (4 hojas), regadndose durante una semana con una
dilucién 1/10 de la solucion nutritiva de Hoagland modificada (Tabla M2) y durante
otra semana con una dilucion 1/4 de la misma solucion nutritiva. A continuacion las
plantulas se transfirieron a cubetas de 2.5 L a razoén de 4-6 plantas/cubeta, y se
cultivaron en sistema hidropdnico provisto de aireacion durante 15 dias en una dilucion
1/4 de solucién nutritiva, que se renové cada tres dias a fin de evitar contaminaciones. A
los 10 dias del inicio del cultivo hidroponico se procedidé al tratamiento salino

afiadiendo a nueva solucion nutritiva 1/4x, 0 y 100 mM NaCl.

Tabla M2. Solucion nutritiva estandar para cultivo hidroponico de tomate

Macronutrientes [mM]
KH,PO4 1
Ca(NOs),.4H,0 4
MgS0,.7 H,O 1
Mg(NO3),.6 H,O 1
KNOs 5
Micronutrientes [uM]
H3;BOs 46
MnSO;. H,O 10
CuS04.5H,0 0.8
(NH4)sM070,4.4H,0 5x107
ZnS04.5H,0 3
EDTA-Fe 90
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M.1.3.1.5. Cultivo de tomate in vitro

Este tipo de cultivo se llevo a cabo para la obtencion de explantos de cotiledones de
tomate para la transformacion con Agrobacterium, asi como para la germinaciéon y
seleccion de las lineas transformantes de tomate.

La manipulacion del tejido vegetal en condiciones estériles se realizd en una cabina
de flujo laminar. Los medios se esterilizaron mediante autoclave a 121 °C y 1.8
atmosferas de presion durante 20 min. El resto del material usado se esterilizo por calor
en horno a 180°C durante 4 horas. Una vez esterilizadas, las semillas de tomate se
transfirieron a tubos de ensayo que contenian medio de germinacion (MS) (Duchefa),
compuesto por los Macro y Micronutrientes inorganicos del medio de Murashige y
Skoog (1962), incluyendo vitaminas tamponado con MES (sigma) 0.5 g L' (p/v)
suplementado con sacarosa al 1% (p/v) y agar al 0.8 % (p/v), pH 6.2. Después de 2-4
dias en oscuridad a 24°C, las plantulas se pasaron a una camara de cultivo, donde
crecieron a 24°C/18°C, dia/noche, iluminacion de 122 pE m™s™ y fotoperiodo de 16
horas de luz y 8 horas de oscuridad.

En los experimentos de transformacion de tomate, el medio selectivo de las lineas
transformantes de tomate incluyo kanamicina a una concentracion final de 300 pg mL™,

en la solucidn nutritiva MS con agar, esterilizada y enfriada a ~50°C.

M.2. Purificacion y analisis de ADN plasmidico

En lineas generales se siguieron los protocolos descritos por Sambrook et al. (1989), y
en su caso, los descritos por el fabricante de los kits que han sido utilizados en el

presente trabajo.
M.2.1. Plasmidos utilizados

Los plasmidos utilizados en este trabajo, no construidos durante la realizacion del

mismo se relacionan en la tabla siguiente.

Tabla M3. Plasmidos utilizados

Plasmido Caracteristicas Referencia
pGEM-T easy Vector para clonaje de rutina de fragmentos | Promega

de ADN, con marcador Amp"
pYPGEI5 Vector de expresion de SISOSI en levadura | Brunelliy Pall (1993)
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bajo el promotor PGKI, con marcadores
URA, AmpR

p414GPD Vector de expresion de SISOS2 en levadura | Mumberg et al (995)
bajo control del  promotor GPD, con
marcador TRPI, Amp"

pDR195 Vector de expresion de SISOS3 en levadura | Rentsch et al 1995
bajo el promotor PMAI, con marcador URA
Amp"

pKANNIBAL Vector para generar la construccion de | Wesley etal (2001)
silenciamiento génico estable de SISOSI
(ihpRNA). Marcador Kan®

pART27 Vector binario para la expression de la | Gleave (1992)
construccion de silenciamiento mediada por
Agrobacterium en plantas, con marcador
espec/estrep”

pCAMBIA1303 | Vector binario para la sobreexpresion de | Roberts etal (1997)
genes en plantas mediada por Agrobacterium

pSOS1-1 Vector pYPGELS5 de levadura conteniendo el | Shi etal (2002)
ORF de AtSOSI-1 bajo control del promotor
PGK1, con marcador URA

pSOS2T/DA308 | Vector p414GPD de levadura para la | Guoetal (2001)
expresion de AtSOS2T/DA308 bajo control
del promotor GPD, con marcador TRPI,
Amp". Esta es una versién hiperactiva de
AtSOS2 independiente de AtSOS3

pFL32T Vector pFL38 de levadura conteniendo los | Shietal 2002
ORFs de AtSOS2 y AtSOS3 bajo control del
promotor ADH1 con marcador TRP]

Los plasmidos pYPGE15, p414GPD, pDR195, pSOS1-1, pSOS2T/DA308 y pFL32T fueron

cedidos por los Drs Jose Manuel Pardo y Francisco Javier Quintero, (IRNA-CSIC, Sevilla).

M.2.2. Minipreparaciones de ADN plasmidico
La preparacion de plasmidos amplificados en E. coli se llevo a cabo mediante el kit
comercial Gen Elute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich Quimica, Espaiia),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

M.2.3. Cuantificacion de ADN plasmidico
La concentracion de ADN en solucion se estimd utilizando un espectrofotometro
Nanodrop ND-100 (NanoDrop Technologies). Este se basa en la tecnologia de retencion
de muestra que permite entre otra ventaja la utilizacion de 1-2 ul de muestra sin

necesidad de diluirla. La relacion DO,0/DOsgp se uséd para estimar la contaminacion de
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la preparacion por proteinas o polisacaridos. Alternativamente, la concentracion de
ADN se estim6 por analisis de imagen de las bandas de ADN separadas por

electroforesis en gel de agarosa como se describe en el apartado M.2.4.

M.2.4. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Se ha realizado segliin se describe en Sambrook et al. (1989). EI ADN plasmidico, el
procedente de digestiones con enzimas de restriccion y de reacciones de PCR se analizo
en geles horizontales de agarosa al 0.7-1% (p/v), conteniendo bromuro de etidio, en
tampones comerciales (ApplyChem, Alemania) de TBE 0.5x (45 mM Tris, 1.25 mM
EDTA-Na,, 45 mM H3BOs, pH 8.2) para comprobaciones rutinarias o TAE 1x (40 mM
Tris pH7.6, 20 mM é&cido acético y 1 mM EDTA) para la purificacion de fragmentos. El
tamafio de los fragmentos de interés se estimd por comparacion con un marcador de
peso molecular de ADN comercial (/Kb DNA ladder Molecular Weight Marker,
Genecraft). La cuantificacion de los fragmentos de ADN en gel se hizo por comparacion
visual al ultravioleta en Analizador de imagen (BioRad) con una cantidad conocida de
fago A digerido con EcoRI-HindlIl (Molecular Weight Marker III , Roche Diagnostic).

La recuperacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa se llevo a cabo con el
kit comercial GenElute™ Gel extraction kit (Sigma-Aldrich Quimica, Espafia),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La visualizacion del ADN en los geles de
agarosa se realizd con ayuda del analizador de imagen Gel Doc 2000 (Bio-Rad

Molecular Imagen System).

M.3. Purificacion y analisis de ADN de plantas
M.3.1. Extraccion de ADN gen6mico

Para la extraccion del ADN gendmico de plantas se utilizo el ki comercial GenElute™
Plant Genomic DNA Miniprep kit (Sigma-Aldrich Quimica, Espafia), siguiendo las
instrucciones del fabricante, utilizando 1-2 hojas (75-100 mg) de plantas jovenes de

tomate.

En los experimentos de analisis Southern para la investigacion del numero de copias
del gen SISOSI en el genoma de tomate, que requeria mayores cantidades de ADN

genomico, la extraccion se llevo a cabo por el procedimiento descrito por Edwards et al.
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(1991). Aproximadamente, 0.5 gr de hojas se homogenizaron con mortero y pistilo en
N, liquido hasta obtener un polvo fino. El homogenado se transfiri6 a un tubo
eppendorf, y se adicionaron 0.5 mL de tampén de extraccion (0.8% -p/v- CTAB
(hexadecyltrimethylammonium bromide), 140 mM sorbitol, 220 mM Tris-HCI, pH 8.0,
0.8 M NaCl, 22 mM EDTA y 1% -p/v- N-laurilsarcosina), precalentado a 65 °C y 0.5
mL de una mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1, v/v/v), con enérgica
agitacion en vortex. La mezcla se centrifugd 5 min a 16000 g, transfiriéndose el
sobrenadante a un nuevo eppendorf, tras lo cual se afiadi6 1 volumen de isopropanol
frio suplementado con 50 puL de acetato sddico 3M, que se agitd por inversion,
incubandose a -20 °C durante 1 hora. La suspension se centrifugd 10 min a 16000 g,
desechandose el sobrenadante y el precipitado se lavo con 0.5 mL de etanol frio al 70 %
(v/v). Tras centrifugar 5 min a 16000 g, se elimind el sobrenadante y el sedimento se
secO en campana extractora durante 15 min. El sedimento conteniendo el ADN
genomico de hoja de tomate, se resuspendio en agua milliQ suplementada con RNAsa

(0.1 mg mL™), conservandose a -80 °C.

Para determinar la concentracion del ADN extraido, se siguid el método
espectrofotométrico descrito en Sambrook et al. (1989), determinando la absorbancia a
260 y 280 nm de las soluciones acuosas conteniendo el ADN de las hojas de tomate. La
relacion Ajxeo/Asgy se usd para estimar la contaminacion de la preparacion por proteinas
o polisacaridos. Alternativamente, la concentracion de ADN en solucion también se

estimo utilizando un espectrofotometro Nanodrop ND-100 (NanoDrop Technologies).

M.3.2. Analisis Southern del ADN genémico de tomate

M.3.2.1. Electroforesis de ADN y transferencia a membranas de nylon (Southern

blot)

La separacion electroforética se llevé a cabo para cada muestra de ADN gendmico antes y
después de ser digerido con diferentes enzimas de restriccion. La digestion del ADN se llevo a
cabo en las condiciones 6ptimas para cada enzima, siguiendo las indicaciones del proveedor
(Roche Diagnostics), como se describe en el apartado M.3.5. Se utilizaron 15 png de ADN y se

digirié con 10 U de enzima de restriccion en un volumen total de 20 pL, durante 2 horas a 37°C,
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tras lo cual se afiadieron otras 10 U del mismo enzima, manteniéndose otras 12-16 h a la

misma T2 para forzar al maximo la digestion.

La separacion del ADN se realizd en gel de agarosa al 0.8 % (p/v) en TBE 0.5x
como se describe en el apartado M.2.4. Como solucion de carga se utilizo sacarosa al
40% y azul de bromofenol al 0.25 %, en agua milliQ. Tras la separacion electroforética
a 15 V durante 12 horas, el ADN se visualizd6 bajo luz UV (260 nm) en un
transiluminador, frente a marcadores de ADN de concentracion conocida (Molecular
Weight Marker IlI, Roche Diagnostic). La visualizacion del ADN en los geles de
agarosa se realizd con ayuda del analizador de imagen Gel Doc 2000 (Bio-Rad
Molecular Imagen System).

Previo a la transferencia a membranas de nylon, el ADN genomico se efectud una
despurinacion acida del ADN, sumergiendo el gel en 0.25 N HCI durante
aproximadamente 10 min, hasta viraje del azul de bromofenol a amarillo y se repitio
este paso una vez mas. Seguidamente se lavd con agua destilada y se realizo la
desnaturalizacion alcalina del ADN, sumergiendo el gel durante 15 min en 0.5 N NaOH
conteniendo 1.5 M NacCl. Se repitid este paso una vez mas hasta recuperar el color azul
del bromofenol y se volvié a lavar el gel con agua destilada. Posteriormente, se
introdujo el gel durante 20 min en 0.5 M Tris-HC] pH 7.4 suplementado con 1.5 M
NaCl y se lavo con agua destilada.

El sistema de transferencia se describe en la Figura M1. Se prepar6 una membrana
de nylon (Hybond™ N*, 0.2 pm de poro, Amersham, Pharmacia Biotech) del mismo
tamafio que el gel, sumergiéndose en agua destilada y después durante 5 min en tampdn
SSC 20x (3M NaCl y 0.3M citrato sodico, pH 7). Se recortaron también dos piezas de
papel Whatmann 3MM del mismo tamafio y otra de mayor tamafio que el gel, y se
saturaron en tampén SSC 10x. Sobre una superficie regular, habitualmente un cristal, se
construy6 una unidad de transferencia compuesta, de abajo hacia arriba, por una pieza
de papel Whatmann 3MM, cuyos extremos, a modo de mecha se sumergen en un
reservorio de tampdn de transferencia SSC 10x; el gel; la membrana de nylon y dos
piezas de papel Whatmann 3MM. Se coloc6 un marco de pléastico que bordeo todo el
sistema y, a continuacion, se cubrié con papel absorbente. Sobre el conjunto se colocod
una placa de vidrio y, sobre ésta, un peso de aproximadamente 1 Kg para mantener el
sistema ligeramente comprimido. Se comprobo que el sistema estaba perfectamente

horizontal, y se mantuvo la transferencia toda la noche.
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Al dia siguiente se lavo la membrana de nylon con 2x SSC durante 5 min y se fijo
el ADN mediante calentamiento a 120 °C en condiciones de vacio, durante 30 min. Las

membranas se guardaron al vacio a 4°C hasta su uso.

ITKg

, Cristal
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Y — Parafibm
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Figura M1. Esquema de la unidad de transferencia empleada en los experimentos se

Southern blot.

M.3.2.2. Hibridacion del ADN con sondas radiactivas

Como sonda se utilizé un fragmento de 300 pb de la zona C-terminal del gen SISOSI,
obtenido por PCR, utilizando los cebadores SICF y S1RSal2 (Tabla M4), una vez
comprobado mediante PCR que dicho fragmento no abarcaba ninglin intrén en la
secuencia genodmica. Este fragmento se diluy6 en TE (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM
EDTA) a una concentracion de 40 ng en un volumen de 45 pL. Posteriormente, se
desnaturalizé por calor (95-100°C) durante 5 min y se conservo en hielo para evitar su
renaturalizacion.

Las sondas de ADNc se marcaron con 5 uL de a-**P dCTP (3000 Ci mmol™) por el
método del cebamiento al azar (random priming) (Sambrook et al. 1989), utilizando el
kit comercial Rediprime™II (Amersham Pharmacia Biotech), que contenia dATP,
dGTP, dTTP y el fragmento Klenow de la enzima ADN polimerasa I de E. coli
siguiendo las instrucciones del fabricante. La reaccion se incub6 45 minutos a 37 °C y
transcurrido este tiempo se adiciond 5 puL. de 0.2 M EDTA para detener la reaccion. Para
eliminar los nucledtidos no incorporados, los fragmentos marcados con 2P se
purificaron por centrifugacion en Mini Quick Spin™ columns (Roche Diagnostics) que
contenia Sephadex G-50, en tampon STE (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, | mM EDTA, 100
mM NaCl), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El filtrado con la sonda
marcada se recogid y se volvio a desnaturalizar por calor (95-100°C) durante 5 min,

conservandose la sonda en hielo para evitar su renaturalizacion.
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La hibridacion se llevo a cabo por el método del PSE (Church y Gilbert 1984),
consistente en la prehibridacién a 55°C con 0.3 mL cm™ con medio PSE que contenia 7
% (p/v) SDS, 0.3 M fosfato sdédico, pH 7.2 y 1 mM EDTA, durante al menos 1 hora.
Tras eliminar la solucion de PSE de la prehibridacion, la hibridacion, se llevo a cabo
incubando la membrana de nylon con 30 pL cm™ de medio PSE que contenia la sonda
previamente marcada y desnaturalizada, durante 16-24 h a 55°C.

Finalmente, se realizaron 4 lavados (50 mL/filtro) de 15 min en las siguientes
condiciones: un lavado en 4x SSC + 0.1 % (p/v) SDS a 55 °C, un segundo lavado en 4x
SSC + 0.1 % (p/v) SDS a 60°C, un tercer lavado en 0.4x SSC + 0.1 % (p/v) SDS a
62.5°C y un tltimo lavado en 0.4x SSC + 0.1 % (p/v) SDS a 65 °C.

Cada membrana se envolvié con papel transparente de plastico y se introdujo en un
casete de autorradiografia conteniendo una pantalla de Phosphorimager (BAS IP-MS 20
x 40 S, Fujifilm) y las sefiales de hibridacion se registraron en un analizador de

Phosphorimager (Bio-Rad Molecular Imagen System).

M.3.3. Amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR

M.3.3.1.0ligonucleotidos cebadores

Todos los cebadores utilizados en este trabajo fueron sintetizados y purificados por
filtracion en gel por la compaiiia TIB-MOL.BIOL, Berlin, subsidiaria de Roche
Diagnostics S.L. Applied Science). En la Tabla M4 se recogen las secuencias de todos
los oligonucleétidos utilizados como cebadores en la reacciones de PCR, RT-PCR y de

secuenciacion realizadas.
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Tabla M4. Oligonucledtidos cebadores empleados en este trabajo en la reacciones de PCR y
de secuenciacion. D, directo; R, reverso; sec, secuenciacion.

Oligos Direccion Amplificacién/ Secuencia 5°-3’

de Restriccion utilidad

SISOS

1

DAB2p D Degenerado. Clonaje 5’-gc(alt)tgcat(g/c)a(g/c)tt(c/t)tgggaaatg-
RDABG6 R Degenerado. Clonaje 3

GSP2-239 | D RACE 3 5’-gtctggacagcat(a/c)(a/g)tgaagatg-3’
GSP1-604 | R RACE 5 5°-ggtgctgtagcegttgttgtcectttcattg-3°
S1F1 D Clonaje pGEM-T 5’-tccagatgaggtatgaggatgcactgg-3°
S1R1 R Clonaje pGEM-T 5’-ccattgaattattgtttgttgaag-3°
S1FXba2 D, Xbal Clonaje pYPGE15 5’-gaaaggctcagtctgcctatg-3”
S1RSal2 R, Sall Clonaje pYPGE15 5°-ggtctagattgaattattgtttgttgaag-3°
S1FEH D Oligo interno 5°-gggtcgacagtattcataatcacag-3”
S1REH R Oligo interno 5’-agcttgcatcacttctggg-3°

S1FH1 D Oligo interno 5’-cgtgcatcctctecttcttc-3°

S1RH2 R Oligo interno 5’-acgtagtatcgcatgagccc-3°

3F2.5b D Oligo interno 5°-tgcttctgtgttgtggage-3°

3F2.5 D Oligo interno 5’-gagaactctggttgcagaaagg’-3
3R2.5b R Oligo interno 5’-tatctgtgctggattctccg™-3

5R2-1.7 R Oligo interno 5’-cagttcgttccacatcctgtc-3’

5R1.7 R Oligo interno 5’-tactgcacacctctttatctgg-3°

S1NF D 5-UTR 5’-ccccagacaagaataaaagcc-3’

S1NR R Oligo interno 5-acttttcccccatctcacct-3

S1CF D Oligo interno 5’-acggataccatcgccaattc-3°

S1CR R Oligo interno 5’-ttcctggaattagtacagcca-3°

S1BXFi D, BamHI, Xhol Clonaje pKannibal, 5°-ggaaataaaaatttgagacca-3’
S1HERI R, Hindlll, EcoRI | RNAI 5'-

FS1Nco2 | D, Ncol Clonaje pKannibal, cgcggatcctcgagcaaaggcaactagagtttgge-
RS1Bst2 R, Bst Il RNAI 3’

Clonaje en pCAMBIA 5-

Clonaje en pCAMBIA cgacaagcttgaattcgagctgaaagaagcccttc-
5’-atctgccatggcaaataatggagttgttagtag-3°
5’-aaaatgggttacctcagtctgcctatgatgtt-3°

Oligos Direccién Amplificacion/ Secuencia 5’-3’

de Restriccién utilidad

SISOS

2

S2F D Clonaje pGEM-T 5 -atttgcttcttgatttccaagg-3°

S2R R Clonaje pGEM-T 5’-tcgaaccgtctcatttacaacc-3°
S2Feco D, EcoRI Clonaje p414-GPD 5’-cggaattcgtgatgaagaaagtgaagag
S2Reco R, EcoRI Clonaje p414GPD 5’-gcgaattcggttcagcgagtccttgtce-3°
S2CF D Oligo interno 5°-tggaataaaacgagacccttg-3°
S2CR R 3-UTR 5’-aaaccgatattattgggatgg-3°
FS2Bgl| D, Bglll Clonaje en pCAMBIA 5°-ccgaagatctgtgatgaagaaagtgaagag-3°
RS2Bbr R, Bbr (Pmill) Clonaje en pCAMBIA 5’-aattcacgtgttcagcgagtccttgtcct-3°
Oligos Direccion Ampilificacién/ Secuencia 5-3’

de Restriccion utilidad

SISOS
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3
Rac5-S3R | R RACE 5 5’-agcagcgccaaaaccatctctttcage-3°
583-R1 R Oligo interno 5’-aaatccaatcactccgttge-3°
S3F1 D Clonaje pGEM-T 5’-atgtcctggaggctgtttgacg-3°
S3R1 R Clonaje pGEM-T 5’-tttctgcatcaatctggggtage-3°
S3FXho D, Xho | Clonaje pDR195 5°-tgtactcgagtgatgggctgctttccct-3°
S3FNot R, Not | Clonaje pDR195 5’-atctgcggcecgceagtctagacttccgaatc-3°
S3CF D Oligo interno 5’-agcagataaaaagagtgacggg-3”
FS3Nco D, Ncol Clonaje en pCAMBIA 5’-tactgccatggttgatgggctgctttcc-3°
RS3Bbr R, Bbr (Pmll) Clonaje en pCAMBIA 5°-cgggcacgtgagtctagacttccgaatc-3
Oligos de Direccion | Amplificacion/ Secuencia 5’-3’
vectores Restricci | utilidad
Igenes on
control/RACE
FNPTII D Interno NPTII, 5°-ccgcaacttictttacctatttcc-3°
RNPTII R pKannibal 5°-gaactcgtcaagaaggcgata-3°
FEF1 D Interno NPTII, 5°-tggtcgtgttgaaactggtgt-3°
REF1 R pKannibal 5’-tccttacctgaacgcctgtca-3°
PBS2 M13 directo | Interno ef1-a 5’-gtaaaacgacggccagt-3°
PBS1 M13 Interno ef1-a, 5’-aacagctatgaccatg
T7 reverso Vectores de clonaje, 5’-taatacgactcactatagg-3’
130 D/R sec 5"-gttcatttcatttggaga-3-
134 D Vectores de clonaje, 5’-cgtcttacacatcatcacttg-3"
131 R sec 5’-tgcgatcataggcgtctc-3’
SMART Il A R Vectores de clonaje, 5'-aagcagtggtatcaacgcagagtacgcggg—
3'-RACE CDS D sec 3
R pKannibal, sec 5'-aagcagtggtatcaacgcagagtac(t)son.sn_
5'-RACE CDS pKannibal, sec 3’
UPM mix:Long R pKannibal, sec (n=a,c,g,ort;n-1=a,g,orc)
Short | D,R adaptador 5° RT S'~(t)snans’ (n=a, ¢ g ortn-1=a,g,orc)
DR (RACE) ta;tacgactcactatagggcaagcagtggtatcaacgcagagt—
RT (RACE-3’) 3
5'-ctaatacgactcactatagggc-3'
RT (RACE-5") 9 99

PCR (RACE-5-3)
PCR (RACE-5-3)

M.3.3.2. Amplificacion de ADN mediante PCR con ADN polimerasa termoestable

Para cada reaccion se utilizaron 10-100 ng de ADN, 200 uM de cada uno de los dNTPs,

1 uM de cebadores D y R especificos, 2.5 pL 10x PCR Buffer con 1.5 mM Mg*" total,

1.25-2.5 U de ADN polimerasa termoestable y agua calidad PCR hasta un volumen total

de 25 pL. Para amplificaciones por PCR de rutina, (PCR de colonia, cuando el

fragmento amplificado no es reutilizado, o para RT-PCR semicuantitativa, se utilizaron

ADN polimerasas termoestables de diferentes casas comerciales (Sigma-Aldrich

Quimica, Espafia, MBL, Dominion; Eppendorff, etc), procedente de la bacteria

termofila Thermus aquaticus (Taq). Estas Taqgs presentan una baja fidelidad o alta tasa

97




Material y Métodos

de mutacion por la ausencia de actividad correctora (exonucleasa 3’-5’ o Proof-
reading), y que poseen una actividad 3’-desoxiadenosina transferasa terminal, por la
que afiaden una molécula de dATP al extremo 3’ de la hebra recién sintetizada y
permiten, por tanto, la ligacion de fragmentos de ADN por extremos cohesivos en
vectores con extremos de T en 5° (T4 cloning), como es el caso del vector pPGEM-T
Easy (Promega).

Para aplicaciones de clonaje que requerian de una mayor fidelidad, se utilizd una
ADN polimerasa (Pfu) de la bacteria Pyroccocus furiosus (Promega), que presenta una
tasa de mutacion hasta 50 veces menor que las Tags convencionales, al presentar una
actividad correctora exonucleasa 3°-5’ o proof-reading. Alternativamente, se utilizo6 la
iProof High Fidelity DNA polymerase (BioRad). Estos enzimas tienen el inconveniente
de que no presentan actividad 3’desoxiadenosina transferasa terminal, dando lugar a
fragmentos romos, inservibles para clonaje por T4 cloning en vectores con extremos de
T en 5’como pGEM-T Easy (Promega). En este caso, los fragmentos cohesivos con
extensiones de A en 3’ para TA cloning se consiguen, una vez acabada la reaccion
normal de PCR, afiadiendo a la mezcla 2,5 u de Taq, como las mencionadas mas arriba,
y 200 uM de dATP, dejando proceder la reaccion adicionalmente 30 min a 72°C.

Las ADN polimerasa de tipo Pfu suelen exhibir un bajo rendimiento o incluso nulo,
para amplificaciones de mas de 2kb. En estos casos se recurrido a la utilizacion de
mezclas comerciales de ADN polimerasas, como la JumpStart™ Accutag LA DNA
polymerase mix (Sigma-Aldrich Quimica, Espafia), compuesta de una Taq
convencional, con cierta cantidad de enzima Pfis, ambas, inactivadas a baja temperatura
mediante interaccién con un anticuerpo especifico. A temperaturas por encima de la T*
de extension, dicho anticuerpo es liberado, recuperando su actividad polimerasa, lo que
permite una reaccion de tipo hot-star, dando una amplificacion mas especifica y de
mayor rendimiento para fragmentos mayores de 2 kb, asi como una fidelidad hasta 6.5
veces mayor que las Tags convencionales. Para este tipo de polimerasa, se siguieron las
indicaciones de tiempos y temperaturas dadas por el fabricante, particularmente, una T*
de extension optima de 68°C. Este mezcla, conserva la actividad 3’desoxiadenosina
transferasa terminal, lo que permite la ligacion de fragmentos de ADN por extremos
cohesivos (T4 cloning).

La reacciones de PCR se llevaron a cabo usualmente en un termociclador

Eppendorff Mastercycler Personal, excepto para el caso de reacciones de RACE 5-3°,
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que se utilizd un termociclador Perkin-Elmer GeneAmp Systems modelo 2400,
recomendado en las instrucciones del fabricante. Mas abajo se muestra un programa
tipo cuyas condiciones de tiempos, ciclos y temperaturas se modificaron en funcién de
las siguientes variables:

- Las temperaturas de anidamiento elegidas, se variaron de acuerdo a la Tm
(temperatura de fusion) de las parejas de cebadores utilizadas (aproximadamente entre
3-7°C por debajo de la Tm), calculadas por la empresa suministradoras de oligos (TIB-
MOL.BIOL, Berlin), por un abordaje termodinamico.

- El tiempo de extension, siguiendo la regla general de 1 min por kb. En el caso
de las mezclas de Taq polimerasas de mayor fidelidad, se siguieron las
recomendaciones del fabricante respecto a los usos de temperatura y tiempo de
reaccion.

- El nimero de ciclos variable (25 a 35) en funcion del objetivo de la

amplificacion (rutina, clonaje, RT-PCR semicuantitativa).

94 °C 3 min Desnaturalizacion

94 °C 30s Desnaturalizacion

Tm-(3-7°C) 45s Anidamiento 25-35 ciclos
72 °C 1 min/kb Extension

72 °C 5-7 min Extension final

4-10°C 0

M.3.4. Ligacion y subclonado del producto de PCR

En la mayoria de los casos, los productos de PCR se purificaron en geles de agarosa
como se describe en el apartado M.2.4., y se ligaron al vector plasmidico pGEM®-T
por extremos cohesivos de Adenina en 3’, como describen las instrucciones del
fabricante (Promega), utilizando una razon inserto:vector (n=i/v), generalmente, entre

1:1y 3:1, siguiendo la formula (Sambrook et al., 1989):

25 ng de plasmido x longitud de inserto (kb) x n= ng de inserto (Ec. 1)

longitud de plasmido (Kb)
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Brevemente, una cantidad adecuada en nanogramos de fragmento purificado se
mezcl6 con 0.5 pl de vector pGEM®-T (25 ng), 1x de tampon T4 ADN ligasa y 1 U de
T4 ADN ligasa (1 U uL™"), en un volumen total de 10 pL, transcurriendo la reaccion
durante 1 hora a 22°C o 24 h a 4°C. Un volumen variable de ligaciéon (1-10 uL) se
utilizd para transformar células competentes de E. coli, como se describe en el

apartado M.1.1.3. de transformacion de E. coli.

En unos pocos casos, los productos amplificados por PCR con cebadores diseniados
con sitios de restriccion en su secuencia (Tabla M4), fueron ligados directamente a los
vectores de expresion de levaduras o plantas, previa digestion, tanto del producto de
PCR como el plasmido de destino, con los enzimas de restricciéon adecuados, como se

describe en los apartados M.3.5. y M.3.6..

M.3.5 Restriccion de fragmentos de ADN

La digestion con enzimas de restriccion, bien de fragmentos de ADN o de plasmidos, se
han llevado a cabo siguiendo las recomendaciones dadas por el fabricante respecto al
tipo de tampon y temperatura de reaccion (Roche Diagnostics). Una reaccion de
digestion tipo incluia 1-5 pg de plasmido 6 100-500 ng de fragmento de ADN, 1x de
tampon especifico de cada enzima y 1-5 U de enzima (1 U es definida como la cantidad
de enzima que digiere 1ug de ADN en 1 h en las condiciones 6ptimas de reaccion) en
un volumen total de 10-20 uL, incubandose la reaccion durante 1-2 h a las condiciones

optimas de T* especifica para cada enzima, generalmente 37°C.

En la mayoria de los casos se utilizaron dobles digestiones con enzimas diferentes,
lo que permitia el subclonado unidireccional del inserto en el vector plasmidico.
Siempre que fue posible, se eligieron sitios de restriccion cuyos enzimas presentaran
condiciones Optimas similares o compatibles de reaccion (tipo de tampon, T?, etc.), de
acuerdo con el esquema de compatibilidades suministradas por el fabricante (Roche
Diagnostics). En el caso de incompatibilidad de las condiciones de reaccion de los
enzimas, se llevd a cabo una digestion secuencial, primero con un enzima con su
tampon especifico en un volumen pequefio de reaccion (10 pL). Tras 2 h de incubacion,
se diluyo 2-3 veces el volumen total, después de afiadir la segunda restrictasa, y su
tampon especifico a una concentracion 1x, procediendo la reaccion durante 2 horas
adicionales. Alternativamente, en unos pocos casos, tras la digestion con el primer

enzima, el ADN se precipitd con acetato sodico 0.3 M y 2-3 volumenes de etanol al
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95% (v/v), incubando a -20°C durante 30 min. Después de una centrifugacion de 10 min
a 16000 g, el sedimento se lavd con etanol al 70% (v/v), se secd y se resuspendid en un
volumen adecuado de tampoén TE o agua milliQ, tras lo cual se digirié con el segundo

enzima.

En el caso de digestion con un Unico enzima de restriccion, se llevd a cabo una
reaccion adicional de defosforilacion de los extremos 5’ del vector de clonacidn, con
objeto de evitar su religacion, por la T4 ADN ligasa (apartado M.3.6.). Para ello, se
afiadi6 después de la digestion 1-2 U de fosfatasa alcalina de gamba (SAP -shrimp
alkaline phosphatase), a 1a mezcla de digestion, incubandose a 37°C durante 30 min. La

fosfatasa se inactivo posteriormente a 65°C durante 10 min.

Los productos de la digestion se purificaron mediante electroforesis en gel de TAE y

subsiguiente extraccion como se describe en el apartado M.2.4.

M.3.6. Subclonado en vectores de expresion de levaduras y

plantas

La ligacion de los fragmentos de ADN, directamente digeridos o liberados tras la
digestion sobre plasmido pGEM-T, se llevo a cabo utilizando el kit de ligacion Rapid
DNA ligation kit (Roche Diagnostic), siguiendo las instrucciones del fabricante, y que
fueron muy similares a las indicadas en el apartado M.3.4.. Brevemente, cantidades
adecuadas de inserto y de vector calculadas por la ecuacion 1 (apartado M.3.4) se
diluyeron en un volumen total de 20 pL, que contenia 1x tampén de dilucion de ADN,

Ix tampon de ligasa y 5 U de bacteriofago T4 ADN ligasa.

Un volumen variable de ligacion (1-10 pL) se utilizdo para transformar células
competentes de E. coli, como se describe en al apartade M.1.1.3. de transformacion de

E. coli.

M.3.7. PCR a partir de colonias de bactérias y levaduras
Previo al aislamiento del ADN plasmidico, la presencia del inserto apropiado en
diferentes colonias se escrut6 por PCR directa de las mismas, picando con un palillo de
madera estéril, 15 a 20 colonias independientes y poniéndolas en un tubo con 50 pl de

agua estéril (haciéndose replicas de cada colonia tomada, tocando con el palillo una
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placa fresca previa a su transferencia al tubo). Tras el calentamiento de los tubos a
95°C, para lisar las células y desnaturalizar las DNasas, el extracto se centrifugd a
16000 g durante 1 min, utilizaindose 10 pl de sobrenadante como molde para la reaccion
de PCR (25 pl) que contenia 0.2 uM de cebadores universales PBS1 y PBS2 o
cebadores especificos del gen de interés (Tabla M4). El protocolo de amplificacion
consistio en 35 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 55 °C y 2 min a 72 °C, con una
extension final de 5 min a 72°C. Las colonias positivas en cuanto a la presencia de
inserto del tamafo esperado se seleccionaron para el aislamiento de ADN plasmidico en

formato miniprep (apartado M.2.2.).

M.3.8. Secuenciacion del ADN y analisis bioinformatico
La identificacion positiva, asi como la obtencion de la secuencia y comprobaciones de
la fidelidad de la misma de cada uno de los clones que contenian los insertos parciales
y/o los ORFs (open reading frames- marco de lectura abierto-) de los genes objeto de
estudio se hizo mediante secuenciacion en un secuenciador automatico de fluorescencia
(ABI-Prism) utilizando el Kit de secuenciacion ABI PRISM Big Dye™ Terminator
Cycle Secuencing Ready Reaction, PE Applied Biosystems), llevado a cabo por el
Servicio de Sintesis de Oligonucledtidos y Secuenciacion, Instituto de Parasitologia y
Biomedicina, Lopez Neyra, CSIC, Granada. La calidad de la secuenciacion abarcaba,
por término medio, unas 700-1000 pb. Las muestras se prepararon para su envio a dicho
servicio en un volumen final de 12 pl de agua miliQ esterilizada, calidad PCR,
conteniendo 500 ng de ADN plamidico o 30-90 ng de fragmento de PCR purificado y
3.2 picomoles de cada uno de los cebadores, directo o reverso, para la secuenciacion en
ambos sentidos, de las zonas que flanquean la zona de insercion o cebadores especificos

del fragmento clonado (Tabla M4).

El ensamblaje de las secuencias se llevdo a cabo mediante el programa
Sequencher™4.1.4 (Gen Code Corporation). La busqueda de secuencias homoélogas se
llevo a cabo mediante los programas BLAST (Altschul al. 1997) o FASTA (Pearson y
Lipman 1988), consultando las bases de datos de bancos génicos generales,

principalmente, GenBank, (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) EMBL,

http://www.ebi.ac.uk/Databases/) y DDBJ, (http://www.ddbj.nig.ac.jp/searches-e.html),

ARAMENNON plant membrane protein database (http://crombec.botanik.uni-
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koeln.de/), o especificos de tomate, como el International Solanaceae Genomics Project

(SOL) (http://www.sgn.cornell.edu/); DFCI Tomato Gene Index,

http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/gimain.pl?gudb=tomato; o el Kazusa
DNA Research Institute, MiBASE Micro-Tom Database,

http://www .kazusa.or.jp/jsol/microtom/indexj.html). El alineamiento de las secuencias

nucleotidicas y aminoacidicas, asi como elaboracion de arboles filogenéticos se llevo a
cabo utilizando el programa Clustal W (Thompson et al. 1994), junto a otras
herramientas bioinformaticas de uso libre disponible en Internet, (BCM Search

Launcher, http://dot.imgen.bcm.tmc.edu/; Expasy, http:/www.expasy.org/tools/ ) o

utilizando diferentes programas en paquetes integrados (NTI Advance 9.0, Informax;

DNAman 6.0, Lynnon Corporation).

M.4. Purificacion y analisis de ARN
M.4.1. Extraccion de ARN total de plantas

Todo el material utilizado para la extraccion de ARN fue tratado de forma adecuada
para la eliminacion de toda fuente de contaminacion de ARNasas (Sambrook et al
1989). El material de vidrio y de porcelana se tratd durante 4 h a 170°C y el material de
plastico utilizado, como puntas de pipeta y tubos de plastico, si bien, fue de calidad libre
de ARNasas, se autoclavaron de nuevo. El agua y soluciones utilizadas se trataron con
0.1% (v/v) DEPC (dietil pirocarbonato) durante al menos 12 h en agitacion, tras lo cual
se autoclavaron para inactivar el DEPC, manteniéndose posteriormente en agitacion
durante otras 12 h adicionales, para la disipaciéon de los productos de desecho del
DEPC.

Previamente se recogieron las raices, lavadas cuatro veces en agua destilada, tallos y
hojas y se congelaron inmediatamente en N, liquido, almacenandose finalmente a -80
°C. Para la extraccion de ARN total de tejidos de plantas se utilizaron dos protocolos
alternativos. Uno primero, mediante el kit RNeasy Minikit de Qiagen, siguiendo las
instrucciones del fabricante, que incluye un paso de tratamiento con ADNasa libre de
ARNasas (Qiagen), para evitar contaminacion de ADN genémico. Un segundo método,
mediante el reactivo Tri-Reagent™ (Sigma-Aldrich Quimica, Espaifia), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La extraccion de ARN utilizando el reactivo Tri-Reagent™
se basa en la solubilidad de las moléculas (acidos nucleicos/contaminantes) en dos fases

no miscibles. Dicho reactivo estd compuesto por una mezcla de fenol (donde los acidos

103



Material y Métodos

nucleicos son insolubles) y tiocianato de guanidinio (agente desnaturalizante de
proteinas e inhibidor de proteasas) a pH 4.5. Asi, la integridad del ARN se mantiene
durante la extraccion. La adicion de cloroformo, seguida de una etapa de centrifugacion
permite separar la fase acuosa que contiene el ARN de la fase organica (proteinas y
ADN). EI ARN se recupera mediante una precipitacion con isopropanol. Para ello, en
mortero previamente enfriado con N, liquido, el tejido se tritur6 hasta formarse un
polvo muy fino (el tejido en polvo puede almacenarse a -80 °C durante un mes). Se
anadi6 ImL de 7ri Reagent por cada 100 mg de tejido de partida, y se agitd
vigorosamente utilizando un vortex. Tras centrifugar 10 min a 12000 g a 4C°, se afadio
al sobrenadante 0.2 mL de cloroformo, agitdndose y después, dejandose reposar 10 min
a temperatura ambiente. Después de centrifugar 15 min a 12000g a 4°C para separar dos
fases, la fase acuosa se transfirid a un tubo estéril de 1.5 mL. El ARN total se precipitd
afiadiendo 500uL de isopropanol, mediante incubacién durante 10 min a temperatura
ambiente y posterior centrifugacion a 16000 g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se
desecho y el precipitado de ARN se lavd con 1 mL de etanol al 70% (v/v) en agua-
DEPC, secandose durante 10 min a temperatura ambiente.

Para ambos métodos, cada muestra de ARN total se resuspendio en 35-40 uL de
RNAsecure™ Resuspension solution (Ambion Europa, Ltd), con la ayuda de la pipeta, y
se incubd durante 10 min a 60°C, para minimizar la degradacion del ARN, como
describen las indicaciones del fabricante. Finalmente, el ARN se almacené en alicuotas
a —80°C, para su uso posterior, de manera que cada una de ellas no sufriera mas de dos
ciclos de congelacion/descongelacion. La calidad del ARN y ausencia de degradacion o
contaminacion con ADN genémico se comprobé mediante la visualizacion al UV en
analizador de imagen de las bandas de ARN ribosomico en geles de TBE con bromuro

de etidio.

M.4.2. Cuantificacion de ARN

La cuantificacion espectrofotométrica de la concentracion y pureza del ARN se realizo
utilizando un espectrofotometro Nanodrop ND-100 (NanoDrop Technologies). La
cuantificacion y determinacion del grado de pureza del ARN se realizé mediante el
registro del espectro de absorbancia entre 230 y 320 nm, teniendo en cuenta que la

Azs0=1 corresponde a una concentracion de 40 pg ARN total por mL. Todas las
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preparaciones de ARN tuvieron una razén Axeo/Azgo superior a 1.8 y Azso/Az3zo superior

a 2.0, indicando minima contaminacion por proteinas y polisacaridos, respectivamente.

M.4.3. RT-PCR

Esta técnica se ha empleado fundamentalmente para la obtencion de fragmentos de
ADN y/o de insertos conteniendo la secuencia nucleotidica completa de los genes de
interés, asi como método alternativo a la hibridacion Northern para el estudio de la
expresion génica. Se basa en la sintesis de una hebra de ADN complementaria (ADNCc)
a partir del ARN mensajero (ARNm) contenido en el ARN total aislado del tejido, por
medio de una reaccidon de retrotranscripcion, RT (Sambrook et al., 1989). Para ello, se
ha utilizado el kit de RT-PCR Enhanced Avian HS Reverse Transcription kit (Sigma-
Aldrich Quimica, Espafia), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit combina
la actividad retrotranscriptasa mejorada del virus de la mieloblastosis de ave (eAMV-
RT), junto con la JumpStart™ Accutag LA DNA polymerase mix, lo que da lugar a
amplificaciones robustas y de mayor fidelidad de hasta 6 veces la Taq convencional
(apartado M.3.3.2.). La reaccion de RT-PCR se llevé a cabo en dos pasos separados,
que puede sintetizar el ADNc a partir de los sitios determinados por los cebadores

empleados:

- Cebador Oligo (dT),; anclado, en la que el ultimo nucleétido en direccion 5°
contiene todas las combinaciones de bases posibles, para poder anclarse a la primera
base complementaria en direccion 3’ inmediatamente a continuacion de la cola de
poliadenosinas (poliA) del ARN mensajero. Con ello se generaria ADNc de todos los
ARNm contenidos en el ARN total por la accion del enzima reversotranscriptasa, y por
tanto servir de molde para la amplificacion de fragmentos de ADN de diferentes genes

en la reaccion de PCR subsiguiente.

- Cebador 9-mer al azar (random primer), que contiene todas las combinaciones de
nucleodtidos posibles en cada una de las 9 posiciones del cebador, lo que permite su
anidamiento en cualquier region del ARNm, lo que permite su uso como molde en la
amplificacion de fragmentos de ADN de diferentes genes en la reaccion de PCR

subsiguiente.

- Cebador reverso especifico, que contiene una secuencia complementaria especifica

del gen de interés.
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Los dos primeros cebadores estan incluidos en el kit de RT-PCR utilizado

En este trabajo, la reaccion de RT se llevo a cabo rutinariamente en dos pasos,
utilizando el cebador reverso especifico para el clonado de genes, y el oligo(dT),3, para

el caso del analisis de la expresion génica por RT-PCR semicuantitativa.

Para la sintesis de la primera hebra de ADNc se utilizaron 4 pg de ARN total tratado
con ADNasa libre de ARNasa (apartado M.4.1.), 500 uM de dNTPs, 3.5 uM
Oligo(dT),3 o 1uM de cebador reverso especifico, en un volumen de 10 pL. Tras
incubar la mezcla a 70C°® durante 10 min y un rapido enfriado en hielo, con objeto de
desnaturalizar el ARN, se afiadi6 al tubo eppendorff de 0.2 mL, 1 U inhibidor de
ARNasa, 1x tampon de eAMV-RT y 1 U de enzima eAMV-RT, en un volumen total de
20 pL, incubandose a 48°C durante 50 min. El cDNA se utilizd inmediatamente o se
guardd a -20C° hasta su uso posterior.

La reaccion de PCR subsiguiente tuvo lugar en un segundo paso utilizando como
molde, de 1 a 2.5 pL de la reaccion de RT, cebador directo y reverso del gen de interés

y demas ingredientes como se describe en el apartado M.3.3.2..

M.4.4. Reaccion de RACE-5’-3’

La técnica de RACE o Rapid amplification of cDNA ends es una variante de la reaccion
de RT-PCR que permite la amplificacion de secuencias desconocidas de ADNc
correspondientes a los extremos 3’ o0 5° del ARNm, lo que posibilita la obtencion del
ORF del gen de interés, conociendo una secuencia central del mismo. Para ello, se ha
utilizado el Smart™ 5°-3” RACE ¢DNA Amplification Kit (Clontech, BD Biosciences),
siguiendo las instrucciones del fabricante. En ambos casos, el primer paso implica la
sintesis de la primera cadena de ADNc con el adaptador sintético SMARTII A™ y
cebadores reversos 5’-CDS y 3’-CDS suministrados por el kif que se unen al trascrito en
5’0 3’ (Fig M2, M3) en dos reacciones separadas, utilizando la PowerScript-RT. Esta
transcriptasa es una variante de la MMLV RT (Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse Transcriptase), que una vez alcanza el extremo 5’ del molde de ARN, exhibe
actividad transferasa terminal, afiadiendo de 3 a 5 residuos de dC al extremo 3’ de la
primera hebra de ADNc. Ello permite al cebador SMARTII A™, que presenta un
extremo 3’ con 3 dG, anidarse al extremo 5’ del trascrito y ser anadido por la RT a la
secuencia completa de la primera hebra de ADNc (Fig M2), una vez cebada la reaccion

con el reverso 5’-CDS (una variante de oligo (dT) (Tabla M4).
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Para la reaccion de RACE-5’ se utilizdo como molde 1 ug de ARN total del tejido de
interés, 1 uL de cebador SMARTII A™ 1 uL del reverso 5’-CDS, en un volumen total
de 5 pL. Para la reaccion de RACE-3’, se afiadio 1 pg de ARN total y el oligo (dT), 3°-
CDS (Tabla M4), en un volumen total de 5 pL. Tras incubar ambas mezclas a 70°C
durante 2 min, se afiadi6 a cada reaccion de RACE, 1x tampon de RT; 1 mM DTT; 1
mM mezcla de dNTPs y 1 pL de Power Script Reverso Transcriptasa, en un volumen
total de 10 ul, incubandose a 42°C durante 1.5 horas. La dos poblaciones de primeras
hebras de ADNc asi obtenidas se diluyeron 1/10 con tampdén Tricina-EDTA (10 mM
Tricina-KOH, pH 8.5, 1 mM EDTA), se incubaron a 72 °C durante 7 minutos y se

almacenaron en alicuotas a -20 °C hasta su utilizacion.

+ 5 - QNN NNAAAAA-Z
poly AT RNA SNNTTTTTH=
5'-CDS
l SMART first-strand synthesis
ligo
B MART ILAC VNNV -3
RNA/DNA hybfld Ss—’a‘ég(‘,w‘ﬂnwv n VWAV HH%#%F—S
l RT template switching
5'-RACE-Ready cDNA 5 m— G 56 ¢V NNAAAAA-Y
3 — m—C INNTTTT T8
i 5'-RACE PCR
5 — m— G G /AN NNAAAAA-3
Long UP
7 - m—C(C INNTTTTTH=-5

First round of PCR
Incorporation of suppression
PCRinverted repeat
elements: —=
by Lang Universal Primer

o ———————————————————————  NAAAAA; T

GSP1
3'————|NNTTTTTF 5
Second round of PCR
l Gene-specific synthesis
e — ————————————————————————NNAAAAA. 3
Short UP — =
3- -5
Remaining rounds PCR
l Amplification of ' fragment

Double-stranded 5'-RACE fragment

Fig M2. Reaccion de RACE-S5".
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poly AT RNA - A A A s NNAAAAA-#
SNNTTTT T%

Standard first-strand synthesis
= = SVIART Il A sequence

3-RACE-Ready cDNA & -V NN %%#:‘

3'-RACE PCR
5 — VAN NNAAAAA-3
GSP2
¥-r NNTTTTT jp—— 5
Firstround of PCR
Gene-specific synthesis
NNAAAAAZ —z
Long UP
¥-r NNTTTTT 5

Next rounds of PCR
Incorporation of suppression
PCR inverted repeat

4 elements: ——
by Long Universal Primer

P NNAAAAA ; ——F

—

Yommmm O NNTTTT T -5
v
Sommm NNAAAAA  —
Short UP
Femmmm———— NNTTTT T ——— 5
Remaining rounds of PCR
Amplification of 3' fragment

Double-stranded 3'-RACE fragment

Fig M3. Reaccion de RACE-3’

Para la reaccion de PCR subsiguiente, deben disefiarse cebadores especificos, una
vez conocida la secuencia nucleotidica de una region central del gen de interés: uno
directo, (GSP1), para amplificar el extremo 3’ del ADNc (RACE-3") (Fig M3, M4), y
otro reverso (GSP2) (Fig M2, M4), para la amplificacion del extremo 5° del ADNc
(5’RACE), ambos con una Tm de >70 °C:
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Region of overlap

Region to be amplified
by 5'-RACE
Region to be amplified
by 3'-RACE
; GSP2 . NGSP2 |
5 - ANV RV NNAAAAA-3
3 ; NNTTTTT-5

 — —
Generalized first-strand cDNA NBSP1 GSP1

Figura M4. Relacion entre cebadores especificos para RACE-5-3 y molde de ADNc.

La reaccion de PCR subsiguiente de RACE-5" (Fig M2), contenia 1-2.5 pL de
RACE-5" RT, 0.2 uM de GPSI como cebador reverso, y 1x UPM (universal primer
mix), como cebador directo que contiene una mezcla de oligos long y short (Tabla M4);
para PCR de RACE-3" (Fig M3), contenia el cebador directo GSP2 y 1x UPM
(universal primer mix), como cebador reverso. Finalmente, se le afladieron a ambos
tipos de reaccion, el master mix, que contenia 1x tampon de PCR, 0.5 mM dNTPs y 1x
de Advantage 2 Polymerase mix (formado por una mezcla de TITANIUM™ Tagq
polimerasa mas anticuerpo TaqStart™, que proporciona un hot-start automético, y una
cantidad menor de polimerasa proof-reading -Pfu-) en un volumen total de 25 ¢ 50 pL.
El 1x UPM (universal primer mix) contiene una mezcla de oligos long y short (Tabla
M4); que reconoce la secuencia SMARTII (Fig. M2, M3), de manera que utilizado
como cebador directo en RACE-5’, junto con el reverso especifico GSP1, amplificara el
fragmento 5° de ADNc comprendido entre ambos cebadores (Fig. M2). Asimismo, el
Ix UPM, utilizado como reverso y el directo GSP2 en la reaccion de RACE-3’,
amplificara el extremo 3’ desde la cola de poliA hasta el lugar al cual se uniria el

cebador GSP2 (Fig M3).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando las condiciones de T, ciclos, y
tipo de termociclador (Perkin-Elmer GeneAmp Systems mod. 2400), recomendadas en
las instrucciones del fabricante, y que se describen en la Tabla MS5. Los productos de
PCR se separaron y purificaron por electroforesis en gel de agarosa como se describe en
el apartado M.2.4., y se secuenciaron (apartado M.3.8) directamente, o previamente

subclonados en pGEM-T (apartado M.3.4.). Todas las secuencias se ensamblaron
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utilizando el programa Sequencher (apartado M.3.8) hasta revelar el ORF completo.
La obtencion del inserto con el ORF completo, se llevo a cabo mediante PCR utilizando
como molde la reaccion de RACE-5’-RT y cebadores directo y reverso conteniendo el
codon de inicio y de stop, respectivamente, asi como sitios de restriccion apropiados
para ser clonados unidireccionalmente en los respectivos vectores de expresion de

levaduras y plantas, directamente o previo subclonado en pGEM-T (apartado M.3.6.).

Tabla MS. Condiciones utilizadas en la reacciones de PCR para RACE-5"-3".

94 °C 5 min Desnaturalizacion

72°C 3 min Anidamiento/Extension | Sciclos

70 °C 10 seg Extension 5 ciclos

72 °C 3 min Extension

65°C 10 seg Anidamiento 30-35 ciclos
72°C 3 min Extension

72°C 7 min Extension final

M.4.5. Analisis de la expresion génica por hibridacion Northern

M.4.5.1. Marcaje de las sondas de ADNc¢ con *>P-dCTP por cebamiento al azar

Las sondas de ADNc se marcaron y purificaron como se describe en el apartado
M.3.2.2. Como ADN molde para la reaccion (40 ng de fragmento de ADN en 45uL de
TE) con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I, se utilizaron los siguientes
fragmentos amplificados por PCR usando los cebadores indicados (Tabla M4):

- SISOS1: fragmento de 1148 pb obtenido con los cebadores FS1Xba-5R1.7, que

abarca la region N-terminal.
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- SISOS2: fragmento de 832 pb obtenido con los cebadores S2F-S2R, que abarca
parte del ORF y el extremo 3’no traducido.

- SISOS3: fragmento de 650 pb obtenido con los cebadores S3FXho-S3RNot, que
abarca el ORF completo del gen.

M.4.5.2. Separacion del ARN en geles desnaturalizantes de formaldehido

Se ha seguido el protocolo descrito por Sambrook et al. (1989) con modificaciones.
Muestras de ARN total (15 pg) se disolvieron en 35 pL de tampén de muestra
conteniendo 6.0 % (v/v) de formaldehido, 1x tampon MAE (20 mM MOPS, pH 7.0, 8
mM acetato sodico, | mM EDTA), 5 % (v/v) glicerol, 50 % (v/v) formamida
desionizada, 0.04 % azul de bromofenol y 0.5 % pg mL"' bromuro de etidio,
incubandose 10 min a 65 °C. Tras enfriar las muestras en hielo, se cargaron en un gel de
agarosa al 1.25 % (p/v) en 1 x MAE, conteniendo formaldehido al 1 % (v/v), y se corrid
a 7.5V em™, durante 2 horas, en tampon 1x MAE.

Tras el desarrollo electroforético, el gel se lavd con agua-DEPC, 2 veces 20 min en
2x SSC (0.3 M NacCl, 30 mM citrato sodico, pH 7.0) para eliminar el formaldehido,
registrandose la imagen digitalmente en un analizador de imagen Gel Doc 2000 (Bio-
Rad Molecular Imagen System) provisto del programa de andlisis de imagen, Quantity

One Software, para comprobar la igualdad de carga y la ausencia de degradacion.

M.4.5.3. Transferencia del ARN a filtros de membranas de nylon cargados

positivamente (Northern blot)

El ARN se transfiri6 a membranas de nylon (Hybond"™ N*, 0.2 pm de poro, Amersham,
Pharmacia Biotech) por capilaridad, para hibridacion Northern (Sambrook y col. 1989)
en 20x SSC (3 M Nac(l, 0.3 M citrato sodico, pH 7.0), durante 12-16 horas. El sistema
de transferencia se formo de abajo a arriba como se describe en el apartado M.3.2.1
(Fig. M1). Finalizada la transferencia, la membrana se lavé con 2x SSC y el ARN se
fijo covalentemente a la misma en un horno de vacio a 120 °C durante 20 min entre

piezas de papel Wathman 3 MM.
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M.4.5.4. Condiciones de hibridacion

La hibridacion se llevé a cabo por el método del PSE (Church y Gilbert 1984),
consistente en la prehibridacion a 65 °C con 0.3 mL cm™ con medio PSE que contenia 7
% (p/v) SDS, 0.3 M fosfato sddico, pH 7.2 y 1 mM EDTA. Posteriormente, las
membranas se hibridaron a 65 °C, durante 10-16 h con 30 pL cm™ de medio PSE con
sonda marcada. Los lavados (0.5 mL cm™) tuvieron lugar a 65°C con dos veces 4x SSC,
0.1 % (p/v) SDS, durante 15 min y una vez con 0.4x SSC, 0.1 % (p/v). En algunos
experimentos se us6 como alternativa para prehibridacion e hibridacion, la incubacion a
42 °C con ULTRhyb® ultra sensitive hybridation buffer (Ambion Europa, Ltd),
siguiendo las instrucciones del fabricante. En este caso, los lavados fueron 2x SSC, 0.1
(p/v) SDS, a 42 °C durante 5 min cada uno, 2x en 0.1x SSC, 0.1 (p/v) SDS, a 42°
durante 15 min, y uno en 0.1x SSC, 0.1 (w/v) SDS, a 60 °C durante 20 min.

M.4.5.5. Deteccion y cuantificacion de los niveles de expresion génica

Cada membrana se envolvid con papel transparente de plastico y se introdujo en un
casete de autorradiografia conteniendo una pantalla de Phosphorimager (BAS IP-MS 20
x 40 S, Fuyjifilm) y las sefiales de hibridacion se registraron en un analizador de
Phosphorimager (Bio-Rad Molecular Imagen System). Los niveles de expresion génica
para cada muestra, se cuantificaron midiendo la intensidad de la banda de ARNm del
gen de interés en relacion a la intensidad de la banda del ARN ribosomico 18S de
tomate, tefiida con bromuro de etidio, mediante el programa Quantity One (Bio-Rad

Molecular Imagen System).

M.4.6. Analisis de la expresion génica por RT-PCR

semicuantitativa

Para la obtencion de la primera hebra de ADNc se utilizaron 4 pg de ARN total
previamente tratado con ADNasa libre de ARNasa, cebador oligo (dT)3, asi como el

resto de ingredientes y condiciones de reaccion de RT descritas en el apartado M.4.3..
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En Ia reaccion de PCR subsiguiente, se utilizé una Taq DNA polimerasa termoestable
(MBL Dominion). Se llevaron a cabo ensayos previos para la optimizacion del nimero
de ciclos y cantidad de molde adecuado para conseguir, tras la separaciéon por
electroforesis en gel de agarosa, intensidades de banda tefiidas con bromuro de etidio
(analizadas mediante el programa Quantity One, Bio-Rad Molecular Imagen System),
en el rango lineal (no saturante) del gen de interés y del gen control. Usualmente un
numero de 21-30 ciclos suele ser adecuado. Como gen control se ha elegido el factor de
elongacion de tomate, efl-o (n® acc AB061263), que da un fragmento de ADN de 366pb
utilizando los cebadores FEF1 y REF1 (Tabla M4), cuya expresion es constitutiva y

estable en condiciones de estrés ambiental (Nicot et al. 2005).

M.5. Complementacion funcional del sistema SOS en levaduras (drop-

tests)

La primera aproximacion para comprobar que las proteinas codificadas por los genes
putativos de la ruta SOS de tomate constituyen los verdaderos ortdlogos de AtSOS, se
ha llevado a cabo mediante la reconstitucion funcional del sistema SISOS en levaduras
de la cepa mutante AXT3K (Anhxl, Aenal-4, Anhal), defectiva en todos los
transportadores de Na" conocidos (Quintero et al. 2000) (apartado M.1.2.1.).

M.5.1. Plasmidos de levadura utilizados
Los vectores de expresion de levadura utilizados pYPGEI1S5, p414GPD, pDR195,
pSOS1-1, pSOS2T/DA308 y pFL32T y los insertos que portan se describen en la Tabla
M3 (apartado M.2.1). Las plasmidos pYPGEI15-SISOS1, p414GPD-SISOS2 y
pDR195-SISOS3 se construyeron como se describe en el apartado R.1.

La cepa mutante AXT3K es auxotrofa para adenina, triptéfano y uracilo. Puesto que
los plasmidos pYPGE15-SISOS1 y pDR195-SISOS3 contenian el mismo marcador
URA y p414-GPD-SISOS3 proveia de un marcador TRPI, solo se pudieron hacer
transformaciones con combinaciones de plasmidos que proveian de dichos marcadores
en medios selectivos SD sin Uracilo y/o sin Triptoéfano. Asi, las cepas se transformaron
con las siguientes construcciones o combinaciones de construcciones de los genes de
tomate entre si 0 en combinacion con diferentes versiones de Arabidopsis (apartado

M.1.2.3.).
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pYPGE15-SISOS1
pYPGE15-SISOS1 + pSOS2T/DA308
pYPGE15-SISOS1+ pFL32T(AtSOS2-AtSOS3)
pSOS1-1(AtSOS1)

pSOS1-1(AtSOS1) + pSOS2T/DA308
pSOS1-1(AtSOS1) + pFL32T
p414GPD-SISOS2

pDR195-SISOS3

pSOS2T/DA308

pFL32T (AtSOS2-AtSOS3)

Para obviar la falta de marcadores de seleccion en la transformacion de levadura que
permitiera la caracterizacion funcional de SISOS2 y SISOS3, se recurrio a la utilizacion
de la cepa de levadura YP890 (Guo et al., 2004), derivada de la cepa AXT3K, la cual
lleva insertado en la region cromosomal 3’ no traducida del gen CYCI un casete de
expresion PGKI:AtSOSI1:CYCI (Guo et al. 2004) (apartado M.1.2.1). Esta cepa se

transformo con las construcciones plasmidicas siguientes:

YP890 (PGK1:4tSOS1:CYCI) + p414GPD-SISOS2

YP890 (PGK1:AtSOS1:CYCI) + pDR195-SISOS3

YP890 (PGK1:4tSOS1:CYCI) + pSOS2T/DA308

YP890 (PGK1:AtSOS1:CYC1) + p414GPD-SISOS2

YP890 (PGK1:4tSOS1:CYCI) + pDR195-SISOS3

YP890 (PGK1:4AtSOS1:CYCI) + p414GPD-SISOS2 + pDR195-SISOS3

Para la reconstitucion del sistema completo de SOS de tomate en levadura se intentd
una aproximacion idéntica a la utilizada por Guo et al., (2004), insertando el casete de
expresion PGK1:SISOS1:CYCI en la region cromosomal 3° no traducida del gen CYC1
de la cepa AXT3K. Para ello, se digiri6 pYPGE15 con Nsil, que eliminaba un
fragmento de aproximadamente 2 kb conteniendo el origen de replicacion 2 um, aunque

destruia el marcador URA. Tras la religacion con T4 ADN ligasa (apartado M.3.6), el
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ORF de SISOS! se subclonod en el sitio Xbal-Sall y se transformé en E. coli. Finalmente,
el plasmido recuperado se linearizd cortando con Mlul en su sitio situado en el
terminador CYC/. La cepa AXT3K se transformo con el plasmido linearizado portando
el casete de expresion PGKI:SISOSI:CYCI y se sembré en medio SD con 100 mM
NaCl como factor de seleccion. La presencia de la construccion en el genoma de la
levadura se detectd por PCR de colonia utilizando cebadores especificos de SISOSI. La
cepa AXT3K con SISOS! insertado por recombinacion homologa en el cromosoma de
la levadura, se transformé con las mismas construcciones plasmidicas descritas para la

cepa YP890.

M.5.2. Test de complementacion (Drop test)
Todas estas construcciones expresadas en la levadura se ensayaron en experimentos de
drop test (test de las gotas) de restauracion de la tolerancia del fenotipo hipersensible a
la sal en medio AP suplementado con 1mM KCIl y diferentes concentraciones de NaCl
(Shi et al. 2002, Quintero et al. 2002). Para ello, se hicieron precultivos liquidos de 3
mL en AP suplementados con 1 mM KCIl y los aminoacidos requeridos, que se
inocularon con una alicuota, a una DOggo 0.04, de cada una de las diferentes versiones
transformantes, creciendo toda la noche a 30°C en agitacion a 200rpm. Tras medir la
DOggo final, los cultivos se centrifugaron a 3000 g durante 5 min y se resuspendieron a
una DOggp de 1.0 con agua estéril. Para llevar a cabo los drop tests, se aplicaron 5 puL de
cada una de las versiones transformantes diluidas seriadamente a 4 concentraciones (1,
107, 102, 10) y se aplicaron sobre una placa en medio sélido AP suplementado con 1
mM KCI, los aminoacidos requeridos y diferentes concentraciones de NaCl. Las placas
crecieron de 3-4 dias a 30°C, tras lo cual se fotografiaron en el analizador de imagen Gel

Doc 2000 (Bio-Rad Molecular Imagen System).
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M.6. Complementacion funcional de mutantes sos de Arabidopsis con

los genes SISOS

M.6.1. Construcciones génicas para sobreexpresion en
Arabidopsis
Los ORFs de SISOSI, SISOS2 y SISOS3 se subclonaron en el plasmido pCAMBIA
1303, bajo control del promotor constitutivo CaMV35S, sustituyendo los genes
reporteros gusA y GFP, por los respectivos insertos (Tabla M6, Fig MS,
http://www.cambia.org/, Roberts et al. 2003), previo subclonaje en pPGEM-T (apartado
M.3.6).

Concretamente, el ORF de SISOS1 se amplifico por PCR con la iProof High Fidelity
DNA polymerase (BioRad) utilizando como molde el plasmido pYPGE15-SISOS1
(apartado M.1.2.1.) y los cebadores FS1Nco2-RS1Bst2 (Tabla M4), que contenian un
sitio Ncol y Bstll, respectivamente, para ser clonado de forma unidireccional, en el sitio

Ncol y BstllI del vector.

El ORF de SISOS2 se amplifico por PCR con la iProof High Fidelity DNA
polymerase (BioRad), utilizando como molde, p414GPD-SISOS2 (apartado M.1.2.1.)
y los cebadores FS2Bgl-RS2Bbr, que contenian un sitio Bgl/ Il y Pml (isosquizomero
BbrPI), respectivamente, para ser clonado en el sitio Bgl/ /'y PmlI (BbrPI) del vector.

El ORF de SISOS3 se amplifico por PCR con la iProof High Fidelity DNA
polymerase, utilizando como molde pDRI195-SISOS3 (apartado M.1.2.1.) y los
cebadores FS3Nco-RS3Bbr, que contenian un sitio Ncol y Pml (isosquizomero de
BbrPI), respectivamente, para ser clonado de forma unidireccional en los sitios Ncol y

Pmli (BbrPI) del vector.

Las construcciones se introdujeron en Agrobacterium tumefaciens, cepa GV3101
(apartado M.1.1.4.), y la fidelidad de las secuencias se comprobaron por secuenciacion

(apartado M.3.8).

Tabla M6. Construcciones génicas utilizadas para la transformacion de Arabidopsis

Caracteristicas relevantes

pCAMBIA1303 Vector de expresion, promotor 35S, Higromicina®
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SISOS1, clonado en vector pPCAMBIA1303 entre los
pCAMBIA1303-SISOS1 sitios Ncol y Bstll)

SISOS2 , clonado en vector pCAMBIA 1303 entre los
pCAMBIA1303-SISOS2 sitios Bgl Il 'y Pml (BbrPI)

SISOS3 clonado en vector pPCAMBIA1303 entre los sitios
pCAMBIA1303-SISOS3 | Ncol y Pml (BbrPI)

pCAMBIA1303 T-DNA fragment _ Nhe 1(5756)
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Bacterial selection gene .-f ® . DVS1 rep

pBR322 ori

pBR322 hom

Figura MS5. Representacion esquematica del vector pCAMBIA1303

M.6.2. Cultivo de Arabidopsis

Para llevar a cabo ensayos funcionales en Arabidopsis, se han utilizado semillas de tipo
silvestre, ecotipo Columbia Col-0 y de las lineas mutantes sos/-1, sos2-2, y sos3-1,

cedidas por el Dr JM Pardo, IRNASE, CSIC, Sevilla.
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M.6.2.1. Esterilizacion de semillas y germinacion

La esterilizacion de las semillas se llevo a cabo en camara de flujo laminar, afiadiendo
ImL de etanol al 70% (v/v) a un tubo eppendorf de 1.5 mL con semillas (20 mg son
aproximadamente 1000 semillas) y posterior agitacion durante 1 min. Una vez retirado
el alcohol, se afadié 1 mL de una mezcla de lejia al 70% con Tween-20 al 2.5 % (v/v),
manteniéndose en agitacion durante 5 min. Tras 3 lavados con agua destilada estéril, se
afiadio 1 mL mas de agua destilada estéril que contenia bien, 0.2 % de agarosa para
facilitar la siembra en placa en el medio de cultivo (medio de seleccion), o bien

utilizando una pipeta Pasteur estéril para colocar una a una sobre la placa.

M.6.2.2. Cultivo en maceta

Una vez sembradas sobre placas petri conteniendo medio estéril MS con agar al 0.8 %
(p/v), pH 6.2, las semillas son vernalizadas durante 2-4 dias en oscuridad a 4°C, y
posteriormente transferidas a una camara de cultivo, donde crecieron a 21°C/18°C,
dia/noche, iluminacién de 122 pE m™s™” y fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad. En el caso de lineas transformantes, las semillas germinaron y crecieron
durante 7 a 14 dias en medio MS agar, con higromicina a una concentracion final de 50

ug mL™.

Tabla M7. Solucion de riego para Arabidopsis

Macronutrientes [mM]
KNO; 5
KH,PO4 1M 2.5
Ca(NO3), 1M 2
MgSO, 1M 2
Micronutrientes [mM]
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H3BO; 0.5M 70
MnCl, 0.5 M 14
CuSO4 1M 5
ZnS0O,4 0.5M 1
Na;MoO, 0.1 M 0.2
NaCl 5M 10
CoCl, 0.1M 0.01
Fe-EDTA 2.5

Tras 7 a 14 dias desde el inicio de la siembra, las plantulas de Arabidopsis se
pasaron a semilleros con una mezcla al 50% de turba/vermiculita (estéril) en camara de
cultivo bajo las mismas condiciones anteriormente descritas, donde crecieron hasta la
floracion y posterior produccion de silicuas con las semillas. La autofecundacion se
forzo poniendo aracones de plastico antes de la floracion, para aislar cada planta de su
entorno. Las plantas se regaron cada 2 dias con solucion de riego de Arabidopsis (Tabla

M?7).

M.6.3. Transformacion de Arabidopsis por A. tumenfaciens
La transformacion de Arabidopsis se llevé a cabo por el método de la inmersion floral
de Clough y Bent (1998), revisado en Zhang et al (2006). Se sembraron directamente
unas 50-100 semillas de Arabidopsis de las lineas mutantes sosi-1, sos2-2, y sos3-1'y
silvestre (ecotipo Columbia gl-0) en macetas con una mezcla al 50% de
turba/vermiculita (estéril). Tras un periodo de vernalizacion de 2 a 4 dias a 4°C, las
plantas crecieron como se ha descrito mas arriba hasta la aparicion del tallo floral
(aproximadamente un mes), momento en que las plantas estan listas para la
transformacion por agroinfiltracion. Para aumentar el nimero de primordios seminales y
asi la eficacia de transformacion se eliminaron los primeros tallos florales promoviendo
el desarrollo de mas tallos desde la roseta. La agroinflitracion se realizd sumergiendo
los tallos florales en una solucion de agrobacterium, previa eliminacion de todas las
flores abiertas, semiabiertas y las silicuas. Tres dias antes de la infiltracion se inoculd
una colonia de A. tumefaciens en un tubo estéril con 10 mL de medio LB, que contenia
kanamicina, gentamicina y rifampicina, y creci6 a 28°C en agitacion (200 rpm) durante

24 h.

Tras este periodo se transfirié 4 mL de este precultivo a un volumen de 200 mL del
mismo medio, dejando crecer, hasta alcanzar una DQOggy de 1.2-1.6. Las bacterias se

sedimentaron a 4800 rpm (rotor GSA, Sorvall) durante 10 min a 4°C y se
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resuspendieron a una DOgpp de ~0.8 en un volumen de solucion de infiltracion que
contenia medio MS, 2.2 g L'; MES 0.1 g L™, sacarosa 5 % (p/v), 0.5 mg L de
vitamina B35, 0.044 uM (preparado en NaOH IN), ajustandose el pH a 5.9 con NaOH.
Una vez que las células son resuspendidas se afiadié Silwet L-77 al 0.03% (v/v) (Lehle
Seeds), detergente que favorecera la apertura de los estomas en el proceso de
infiltracion. El medio de infiltracion se vertido en un recipiente de diametro de boca
ligeramente mayor al diametro superior de la maceta, con el fin de que la parte aérea de
la planta entre en contacto con la soluciéon por un simple volcado de aquélla. Para evitar
que la turba/vermiculita caiga en la solucion, ésta se cubridé con parafilm. Después de
una inmersion de la parte aérea durante 1 min, la maceta se retird y se dreno el exceso
de solucion de infiltracion apoyando la planta sobre un poco de papel de filtro. La
maceta se cubrié con una bolsa de plastico y se dejo tumbada durante 24 h, tras lo cual
se retird la bolsa y las plantas permanecieron en la camara de cultivo hasta la

recoleccion de semillas.

M.6.4. Seleccion de transformantes
Las semillas procedentes de plantas transformadas son esterilizadas, germinadas y
crecidas como se describe en el apartado M.7.2 en placas Petri sobre medio de
germinacion MS conteniendo el antibidtico de seleccion (50 pg mL™ higromicina). Las
plantulas resistentes son traspasadas a turba/vermiculita tras 2 semanas de crecimiento
originando cada una de ellas una linea transformante, y en conjunto la primera

generacion de transformantes F1.

M.6.5. Test de segregacion y obtencion de lineas homocigotas
Las diferentes lineas pasadas a turba/vermiculita se sometieron a autofecundacion para
producir la segunda generacion de transformantes (F2). Para confirmar la existencia de
un unico lugar de insercion, la segunda generacion de semillas de cada linea (100
semillas) se someti6 a crecimiento en medio MS con higromicina. Aquellas lineas que
superaran el 75% de supervivencia en antibiotico indicaban que habia mas de un locus
de insercion. Unas 12 plantas de cada linea de la F2 resistentes con insercion unica se
pasaron a turba/vermiculita y fueron sometidas a autofecundacion para dar lugar a la
tercera generacion (F3). La proporcion de semillas resistentes en la F3 nos permitio

conocer la condicion homocigota/heterocigota de la planta originaria.
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El analisis del fenotipo se llevd cabo utilizando semillas de la F3. Las semillas
germinaron y crecieron en medio MS-agar. Después de 4 dias, las plantas se
transfirieron a medio MS que contenia 75 mM de NaCl, creciendo en posicion vertical
durante 12-14 dias, tras lo cual se procedi6é a la medida de la longitud de la raiz.
Ademas, dado que durante este tiempo aparecen raices secundarias, para asegurar la
significacion de estos datos se procedié a determinar el peso fresco de las plantulas

empleadas en estos ensayos.

M.7. Genética reversa en tomate mediante silenciamiento génico de

SISOS1 (RNAi)

Para evaluar el papel que juega SISOS! en el transporte de Na' a larga distancia y su
papel en la tolerancia del tomate a la salinidad se han generado plantas transgénicas con
reduccion de funcion por silenciamiento génico postranscripcional (PTGS -
postranscriptional gene silencing-). (Chuang y Meyerowitz 2000). Esta técnica de RNA
de interferencia se ha ensayado con éxito en varias especies incluidas Arabidopsis y
tomate (Guo et al. 2002, Waterhouse y Helliwell, 2003, Davuluri et al. 2004).

Para un eficiente PTGS, la construccion génica a transformar debe de codificar un
fragmento del gen en sentido y antisentido, separado por un intron que da lugar a una
estructura del RNA en doble cadena complementaria de si misma con splicing final del
intron durante el procesado del pre-mRNA (hairpin-dsRNA) (Smith et al. 2000) (Figs.
A13 y A14). Para ello se han utilizado los vectores plasmidicos pPKANNIBAL/pART27
para expresar en la planta un hpARN de doble cadena, derivada del gen a silenciar
(Wesley et al. 2001). La obtencion de plantas transgénicas se llevd a cabo
transformando cotiledones de tomate (S. lycopersicum cv. Moneymaker), mediada por

Agrobacterium tumefaciens, cepa LBA4404.

M.7.1.Construcciones génicas ihpRNA

La construccion para el silenciamiento del gen SISOS!, se obtuvo mediante la clonacion
de un fragmento de PCR de 459pb, que codifica 156 aminoacidos de la region central
del extremo C-terminal (aminoacidos 763-918, Fig. R1) utilizando el cebador directo,
S1BXFi (que contiene sitios BamHI y Xhol) y el reverso, SIHERi (que contiene sitios
Hindlll y EcoRI) (Tabla M4) en orientacion sentido y antisentido (Fig. M6). El
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clonado del producto de PCR en sentido se llevd a cabo unidireccionalmente por los
sitios Xhol-EcoRI, previa digestion del fragmento y el plasmido con ambos enzimas y
finalmente ligado al vector pKANNIBAL. La copia antisentido se introdujo
posteriormente digiriendo el producto de PCR con Hindlll y BamHI y ligandolo a los
sitios respectivos de pKANNIBAL.

Las construccion realizada en pKANNIBAL se subcloné como un fragmento Not/,
que comprendia todo el casette de expresion, en el vector binario de expresion de
plantas pART27 (Gleave 1992), bajo el control del promotor constitutivo CaMV35S'y
que incluia un gen de resistencia a kanamicina dentro del ADN-T. Finalmente el vector
con la construccion de silenciamiento se introdujo en Agrobacterium, cepa LBA4404

(apartado M.1.1.4.2).

Xbal, Xhol A22238wi EcoRl Xbal, Xhol P2MI2238wd Hind W1
Xhol + EcoRl Hinchll « Xbal

cDNA cDNA
sense antisense

\\EcoRI / HlndIIIBamHI
Notl Xhol Kpnl  Clal Xbal Notl
pHANNIBALA-{ CaMV 35S intron ocs termlnator AmpR  }—

Not |

|
pART27 JEEH Lacz { NOSP H NPTII Hnosteminator HIEH — Spec® |
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Fig M6: Estructura del pKANNIBAL/pHANIBAL. A. Procedimiento para elaborar la
construccion de silenciamiento con la estructura “intron hairpinRNAi” en el plasmido
PKANNIBAL. B. Subclonado de la construccion de silenciamiento en el vector binario
PART27.

M.7.2. Transformacion de cotiledones de tomate

Para la transformacion se utilizaron cotiledones de plantulas de tomate S. lycopersicum
de cv. Moneymaker germinadas in vitro (apartado M.1.3.1.5.). Después de 8 a 10 dias
desde la germinacion de la semilla, y antes de que salga ninguna hoja primaria, los
cotiledones expandidos se aislaron y se utilizaron para los experimentos de
transformacion, siguiendo basicamente el método descrito por Ellul et al. (2003). Todo
el procedimiento seguido se ilustra en la Figura R20. Los cotiledones obtenidos se
separaron del resto de la plantula de tomate, y se seccionaron transversalmente en dos
segmentos. Cada segmento se incubd en medio de precultivo (PCM) situando la parte
adaxial del cotiledon en contacto con el medio, y a razon de 24 fragmentos por placa de
petri (Tabla M8). Después de dos dias de precultivo en oscuridad se llevo a cabo el co-
cultivo con Agrobacterium tumefaciens cepa LBA4404, portando el plasmido binario
pART?27 con la construccion de silenciamiento de SISOS! (apartado M.7.1.).

El cultivo del Agrobacterium trasformado se inoculdé en medio LB suplementado
con rifampicina (50pg L), estreptomicina (30pg L) y espectinomicina (50 pg L™),
durante toda la noche, a 28°C y con una agitacion de 190 rpm. Tras alcanzar una DOgg
de 0.4-0.6, el cultivo de Agrobacterium se centrifugd a 6000 rpm durante 10 min (rotor
GSA, Sorvall), obteniéndose un sedimento bacteriano que se resuspendié en medio de
co-cultivo (CCM) desprovisto de agar y suplementado con 200 pM de acetosiringona, a
fin de favorecer la infeccion de los cotiledones. Al cultivo de Agrobacterium en CCM
se le adicionaron entonces los segmentos de cotiledones previamente incubados en
medio PCM, a razén de 24 fragmentos de cotiledon por 30 mL de cultivo bacteriano y
el conjunto se incub6 durante 20 min, a 26°C y en agitacion de 190 rpm. Trascurrido
este tiempo, los cotiledones se recogieron por filtraciéon y se secaron cuidadosamente
entre laminas 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 de Petri conteniendo CCM so6lido
(Tabla M8), donde se incubaron 2 dias en oscuridad, a 26 °C. Tras este tiempo, se llevd
a cabo el lavado de los cotiledones en solucion de lavado WM (Tabla M8). Después de

dos lavados de 15 min a temperatura ambiente, los fragmentos de cotiledones se

123



Material y Métodos

filtraron, se secaron con papel de filtro estéril y se transfirieron primeramente a medio
de caulogénesis y posteriormente a medio de rizogénesis a fin de regenerar plantas
completas.

M.7.3. Regeneracion de plantas a partir de los cotiledones

transformados

Para inducir la formacion de tallos, los fragmentos de cotiledon cocultivados con
Agrobacterium se incubaron en medio de induccion de tallo no selectivo (shoot
induction médium, SIM-NS) (Tabla M8) durante 48 horas, a 24°C, bajo iluminacion de
120 uE m™ s (16 horas de luz/8 horas de oscuridad) y, posteriormente, en medio
selectivo, en presencia de kanamicina, SIM-K (Tabla M8) en las condiciones de luz y

temperatura anteriores.

Tabla M8 Composicion de los medios de cultivo usados en los experimentos de
transformacion de cotiledones de tomate y regeneracion de plantas a partir de los
cotiledones transformados (Ellul et al. 2003). Las cantidades modificadas estin
referidas a un litro de medio. * Vitaminas SH (Shahin 1985), NS: no selectivo, K:
selectivo, IAA: acido indolacético.

GM |(PCM |CCM (WM SIM-NS* | SIM-K* | RM-K*
Macro ¥y | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 100% 100%
micronutrientes
(MS)
Sacarosa (g) 10 30 30 20 30 30 20
Myo-inositol - 100 100 100 100 100 100
(mg)
Vitaminas SH* | _ 10 10 - 10 10 -
(mL)
TAA (mg) - 4 4 - 4 4 0.1
Kinetina (mg) - 4 4 - 4 4 -
Zeatina (mg) _ - - - 1 1 -
Kanamicina - - - - - 50 50
(mg)
Acetosiringona - - 200 - - - -
(uM)
Agar (g) 8 8 8 - 8 8 8
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Los explantos se subcultivaron cada tres semanas en el medio SIM-K hasta que los
brotes alcanzaron un tamafo de aproximadamente 2 c¢m, momento en el que se
transfirieron individualmente a recipientes de vidrio de cultivo in vitro conteniendo
medio de induccion de raices RM-K (Tabla M8), a fin de promover la formacion de
raices. Tras el enraizamiento, las plantulas se transfirieron a semilleros, dentro de
micropropagadores para mantener la alta humedad relativa, que contenian una mezcla
de turba/vermiculita (1:1) previamente esterilizada, y cuando alcanzaron un porte

adecuado, se pasaron a macetas de 5 litros conteniendo turba estéril.

M.7.4. Seleccion de transformantes y propagacion
Cada una de las plantas regeneradas y transferidas a macetas se identifico6 como una
linea transformante primaria independiente o planta FO, originada a partir de un evento
individual de transformacion, y se identifico con un unico nimero (P.e.: Linea 1, Linea
2, Linea 3). Las plantas obtenidas al germinar las semillas de plantas FO, se
consideraron como primera generacion segregante o plantas F1.

Las semillas transgénicas (F1) se germinaron in vitro con medio GM suplementado
con 300 pg mL"' de Kanamicina (apartado M.1.3.1.5). A los 5-8 dias desde la
germinacion se seleccionaron las plantulas que presentaban clara resistencia al
antibiotico (verdes con raices largas). Cuando las plantulas hubieron desarrollado 3-4
hojas verdaderas se transplantaron en macetas y se cultivaron hasta la recoleccion de sus
semillas. Asi mismo, las plantas obtenidas por germinacion de semillas de lineas F1,

fueron consideradas como segunda generacion o plantas F2.

M.7.5. Deteccion de las lineas transformantes por PCR
La identificacion positiva de las lineas transformantes se llevd a cabo mediante
comprobacion por PCR de la presencia de la construccion de silenciamiento en plantas
transformadas, utilizando ADN genomico de plantas extraido de distintas lineas
transformadas FO y de la linea control (apartado M.3.1.), y una pareja de cebadores
(FNPTI-RNTPII, Tabla M4) que anidan en el casete de expresion de pART27, que
amplificaba una banda de 665 pb.
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M.7.6. Analisis de la expresion génica en las lineas silenciadas

El método utilizado para detectar diferencias cuantitativas en la expresion del gen
silenciado en distintas condiciones fue la técnica de RT-PCR semicuantitativa,
(apartado M.4.6.). Para el analisis de la expresion de SISOS! se emplearon cebadores
que amplificaban un fragmento de 926pb, uno de los cuales es el mismo cebador
reverso utilizado para la construccion de ARNi, SIHERi y uno directo, 3F2.5, cuya
secuencia no estaba presente en el fragmento de dicha construccion (Tabla M4). Como
control interno se eligio un ARNm abundante en la célula y reactivamente invariable (el
factor de elongacion de tomate, (efl-a), que da un fragmento de ADN de 366 pb
utilizando los cebadores FEF1 y REF1 (Tabla M4, apartado M.4.6.).

El ARN total de hojas, tallos y raices de las lineas transformantes FO positivas y de
la no transformada se extrajo mediante el kit RNeasy Minikit de Qiagen (apartado
M.4.1.) tras 3 semanas de cultivo en medio hidropénico con solucion nutritiva 1/4x de
Hoagland (apartado M.1.3.1.4). Asimismo, se analiz6 la expresion génica en funcion
de la salinidad del medio de cultivo en las lineas F1 heterozigdticas. En este caso se
extrajo ARN total de los diferentes tejidos de las lineas silenciadas y no transformadas,
cultivadas en solucion nutritiva 1/4x de Hoagland y sometida posteriormente a un

tratamiento de 5 dias con 0 y 100 mM NaCl. (apartado M.1.3.1.4).

M.7.7. Evaluacion del fenotipo de los transformantes con

supresion de S1S0OS1

El andlisis fenotipico de los transformantes se llevo a cabo en las lineas silenciadas de la
F1 y posteriormente, en las de la F2. Las plantas se cultivaron como se describe en el
apartado M.1.3.1.4, y se trataron con 0 y 100mM de NaCl los ultimos 5 dias de
cultivo. Para el analisis de la expresion génica de las plantas transformadas, muestras de
1-2 g de hojas, tallos y raices correspondientes a 6 plantas por maceta y 2 macetas por
tratamiento, se recogieron a diferentes tiempos, usualmente 1, 3 y 5 dias. En el caso de
las raices previamente se realizaron 4 lavados con agua desionizada y se secaron.
Finalmente se congelaron inmediatamente en N; liquido, y se almacenaron a -80°C ,
procediendo como se describe en los apartados M.7.6. y M.4.5.5.. El resto de material,
se peso para la determinacion del peso fresco. Para la obtencion del peso seco (PS),

cada muestra de tejido se seco en estufa a 70°C durante 48 horas. Para el analisis
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mineral se prepararon muestras secas (0.2 g por muestra) que fueron trituradas con un
molinillo de café hasta conseguir un polvo fino. El contenido de Na", K", Ca’", se
determind por espectrometria ICP (Inductively Coupled Plasma Spectrometry, Iris
Intrepid II; Thermo Electron Corporation, Franklin, MA, USA, Servicio de londmica,
CEBAS-CSIC; Murcia; Espafia), previa digestion de las muestras secas en una solucion
HNO3:HCIOj4 (2:1, v/v) en horno microondas.

La velocidad relativa de crecimiento (RGR —relative growth rate-) se calculd
usando la ecuacion siguiente (Guerrier 1996):

RGR= (InW—InW,)/ (t-t)) (1)
donde W, y W3 son el peso fresco total de la cosecha a tiempo 1 y 2, respectivamente.

La velocidad de absorcion neta (NUR, -net uptake rate-) de Na" y K™ en planta
entera se calculd como se describe en Guerrier (1996):

NUR = [(M2-M,)/ (t2-1)] x [(In Rw,-In Rw;)/ (Rw>—Rw))] 2)
donde M; y M, son el contenido de Na" y K" en la planta entera a la cosecha 1y 2,
respectivamente, t,-t; es el intervalo de tiempo entre cosechas y Rw es el peso seco de
raiz a cada cosecha.

Para el calculo de la velocidad neta de translocacion de raices a parte aérea (NTR,-
net translocation rate-), el contenido de Na” y K' en la planta entera (M; y M, en
ecuacion 2) se sustituyeron por sus contenidos en tallos u hojas. Los flujos a 6rganos
individuales se calcularon por la ecuacién (2) donde M es el contenido de Na" y K' en
el organo y Rw el peso seco del 6rgano en consideracion.

La savia xilematica se colecté como exudados de la raiz después de la decapitacion
de la parte aérea de las plantas cultivadas en hidroponico como se describe en Navarro
et al. (2003). Brevemente, las plantas se decapitaron por encima de la raiz, dejando la
base del tallo, en el cual se inserté un tubo de silicona de 10 cm, sellado sobre el tallo
con grasa de silicona. El primer exudado de savia xilematica, 10 min después de la
decapitacion, se desechd para prevenir la contaminacion de la savia con el contenido de
células dafiadas o con savia floematica. El volumen de savia xilematica que emergio
después se colectd en funcion del tiempo entre 10 y 60 min. La savia fluyo libremente
en plantas no tratadas y tratadas con 25 mM de NaCl después de 3 dias de tratamiento, y
tan solo se colectaron unos pocos uL después de 1 dia de tratamiento con 100 mM de
NaCl, y nada posteriormente. Las raices se colectaron, lavaron y pesaron para la

determinacion del peso fresco. El flujo de savia se expresé como mg h™' g PF de raiz.
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La concentracion de Na', K' se determind por espectrometria ICP (Servicié Iondmica,
CEBAS-CSIC; Murcia; Espafia). Los flujos de Na" y K™ en la savia xilematica se
estim6 como el producto de la concentracion de iones por el flujo xilematico, expresado

como pmol h' g PF de raiz.

M.7.8. Purificacion de vesiculas de membrana plasmatica

El aislamiento de fracciones microsomales de raices de plantas adultas silenciadas y no
silenciadas tratadas durante 3 dias con 100 mM de NaCl, se llevé a cabo como se
describe en Ballesteros et al. (1998). Entre 50-100 g de peso fresco de tejido se lavaron
con agua desionizada, secdndose por centrifugaciéon manual entre papeles de filtro con
secadora de verduras. Todo el proceso posterior se llevo a cabo a 4°C. Las raices se
trocearon y se homogeneizaron en Sorvall Omnimixer con un medio de
homogenizacion (1:2, peso fresco/volumen) tamponado a pH 8.0 con acido sulfurico,
conteniendo 25 mM BTP, 0.2 % (p/v) BSA, 250 mM manitol, 2 mM MgCl,, 2 mM de
EGTA-BTP, pH 7.5, 10 % (v/v) glicerol, 2.5 % (p/v) PVP-40, 2 mM DTT, 1 mM
PMSF, y 5 mM metabisulfito sédico. El homogenado se filtro a través de 6 capas de
gasa, y el extracto obtenido se centrifugd al2000 g durante 15 min, (centrifuga Sorvall,
rotor SS34). El sobrenadante se centrifugd durante 45 minutos a 100000 g (centrifuga
Beckman, rotor 60Ti). El sedimento obtenido se resuspendio en 2 mL de tampon de
particion, para el aislamiento del plasmalema por particion de fases, y que contenia 330
mM sacarosa, 5 mM fosfato potédsico, pH 7.8, y 0.1 mM PMSEF. Estas preparaciones
microsomales se usaron inmediatamente o se congelaron en N, liquido y se
almacenaron a -80 °C, para su uso posterior.

A partir de estas fracciones microsomales se obtuvieron preparaciones enriquecidas
en vesiculas de membrana plasmatica, por el método de particion de fases en sistemas
de dos polimeros acuosos de PEG y dextrano, siguiendo el protocolo descrito por
Buckhout et al. (1988), para raiz. Una particion conteniendo 20 g de fase fue suficiente
para purificar las vesiculas de plasmalema de raiz. Los tubos de particiéon contenian 6.4
% (p/p) Dextrano T500 (Pharmacia), 6.4 % (p/p) PEG 3350 (Sighma-Aldrich Quimica,
Spain), 2 mM KCIl, 330 mM sacarosa 'y 5 mM tampoén fosfato potasico, pH 7.8. Tras la
adicion al tubo de particion de 2 mL de membranas microsomales resuspendidas en

tampon de particion, las fases se mezclaron vigorosamente por 40 inversiones del tubo y
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se separaron por centrifugacion a 2000 g durante 5 minutos en rotor basculante
(centrifuga de mesa, Martin Christ). La fase superior obtenida, conteniendo las vesiculas
de membrana enriquecidas en plasmalema, se diluyd con tampon de lavado que
contenia 250 mM manitol, 2 mM BTP-MES, pH 7.5, 1 mM EGTA-BTP pH 7.5, 2 mM
DTT y 0.1 mM PMSF, sedimentandose por centrifugacion a 150000 g durante 45
minutos (centrifuga Beckman, rotor 60Ti). El sedimento enriquecido en plasmalema se
resuspendié en tampon de lavado al que afiadié 0.2 % (p/v) BSA, una vez tomadas las
alicuotas para la determinacion de su contenido protéico (Gostad y Krutness, 1982). Las
membranas se congelaron en N, liquido y se almacenaron en alicuotas de 20 ul a -80 °C

para su uso posterior.

M.7.9. Medida de la actividad antiportadora Na'/H"

La deteccion del intercambio Na'/H' en las vesiculas aisladas se llevé a cabo midiendo
la disipacion por Na' del gradiente de H' previamente creado por la acciéon del enzima
H'-ATPasa de plasmalema, utilizando ACMA como sonda fluorescente (Blumwald et
al. 1987), con modificaciones (Ballesteros et al. 1997). La fluorescencia de la sonda
ACMA, disuelta en DMSO, se cuantificé en un espectrofluorimetro termostatizado y
con agitacion (modelo QM2000; Photon Technology International, Sussex, UK), a una
longitud de onda de excitacion y emision de 415 and 485nm, respectivamente.

La formacion del gradiente de pH se llevo a cabo incubando 50 pg de proteinas de
membranas de plasmalema en un medio conteniendo 250 mM manitol, 10 mM BTP-
MES, pH 7.5, 1.5 mM ATP-BTP, pH 7.0, 100 mM TMA-CI, 1 uM ACMA, 25 mM
KNO;3, iniciandose la reaccion por adicion de 1.5 mM MgSO4 (Fig. R26). En estas
condiciones, el enzima H'-ATPasa de plasmalema, en presencia de Mg-ATP, y K,
provoco la extincion gradual de la fluorescencia de la sonda, lo que indicaba la
formacion de un gradiente de pH (interior acido) (Fig. R26, flecha 1). A continuacion,
la adicion de Na' en forma de sulfato sédico, provocod la recuperacion de la
fluorescencia a consecuencia de acumulacién activa de Na' asociada a un eflujo pasivo
de H', catalizado por el antiporte Na'/H' (Fig. R26, flecha 2). Finalmente, para la
recuperacion del valor inicial de fluorescencia, el gradiente se disipd por la adicion de 1
uM del protonoforo gramicidina 6 10 mM NH4SO4 (Fig. R26, flecha 3). Para la
cuantificacion de la actividad antiporte Na'/H" se calculé la tangente a la curva en los

primeros segundos tras la adicion de sal, y se calculd la velocidad inicial de
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recuperacion de la emision de fluorescencia, como el resultado del cociente entre la
fluorescencia recuperada por unidad de tiempo, siendo el 100% de la recuperacion de la
fluorescencia total la diferencia entre el maximo nivel de extinciéon en el estado
estacionario y el nivel maximo de fluorescencia obtenido tras la adicion de 10 mM

NH4SO; al final del ensayo, el cual disipa el gradiente de pH.
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R.1. Aislamiento de los ORFs que codifican a los genes SISOS
R.1.1. SISOS1

R.1.1.1. Aislamiento y clonaje

Para la obtencion de la secuencia completa de SOSI de tomate se llevaron a cabo tres
estrategias. En primer lugar, se realizdé una busqueda de homoélogos de AtSOSI en las
bases de datos de secuencias ESTs de tomate (NSF tomato genome project, DBI-

9872617, http://www.tigr.org; http://www.sgn.cornell.edu), revelando la existencia de

secuencias ESTs de Solanaceas, entre éstas, 3 de tomate, una de las cuales presentaba una
alta homologia, 65% y 73 % de identidad en las secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas, respectivamente, con la parte C-terminal de Arabidopsis, justamente la
mas divergente filogenéticamente en esta familia de intercambiadores Na'/H' (Shi et al.
2000). Sin embargo, dicho clon EST de tomate, suministrado por el Boyce Thomson
Institute (BTI, Universidad de Cornell, NY, USA), no pudo ser secuenciado de nuevo, ya
que la cepa bacteriana que lo portaba, no crecia.

Una segunda estrategia, fue el escrutinio mediante PCR con cebadores degenerados,
DAB2p y RDAB6 (Tabla M4) que anidaban a regiones conservadas de la parte central
de la secuencia aminoacidica de genes SOS! de plantas (Fig. R3A), junto con un par de
cebadores de las secuencias de los respectivos vectores, utilizando como molde ADNc
obtenido de sendas genotecas de cDNAs de tomate, una de ellas, de pelos radiculares,
construida en AZAPII (cedida por el Dr. M. Bucher, ETH, Zurich), y otra de raices
construida en ATriplEx2 (cedida por el Dr. David Walsh, SAC, Edimburgo). Dicha
estrategia para conocer las regiones 5’ y 3° adyacentes a la region central resultd
infructuosa, ya que ninguna de las genotecas contenian el gen completo (aprox. de 3,5
kb), sino fragmentos parciales, que sin embargo sirvido para la siguiente estrategia
(resultado no mostrado).

La ultima estrategia para aislar el gen SOS! de tomate consisti6 en el aislamiento de
un fragmento del gen mediante la técnica de RT-PCR, usando los cebadores degenerados
mencionados anteriormente, a partir de RNA total de tejidos tratados con NaCl o de
ADNc aislado de las genotecas anteriormente mencionadas, seguido de la obtencion de
ADNc de tamafio completo por RACE-5’3" usando el Smart™ 5-3° RACE ¢DNA
Amplification Kit (Clontech, BD Biosciences) (apartado M.4.4.). El procedimiento
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detallado se describe a continuacion. Mediante amplificacion por RT-PCR, utilizando
como molde 5 pg de ARN total de tallo de tomate (S. /ycopersicum cv. Pera) o ADNc de
las genotecas y los cebadores degenerados, se obtuvo un fragmento parcial de ADNc (1.2
Kpb) (Fig. R1A) correspondiente a la region central del gen putativo de tomate (Fig.
R3A). Tras la secuenciacion directa del fragmento, se disefiaron cebadores especificos,
GSP2-239 (directo) y GSP1-604 (reverso) (Tabla M4), para amplificar el ORF completo,
mediante RACE-5’-3°, En la reaccion de RACE-3’-RT y PCR subsiguiente con
cebadores GSP2-239 (directo) y UPM (reverso), se obtuvo un fragmento de 2.5 kb (Fig.
R1B), que fue subclonado en p-GEM-T. Tras la secuenciacion completa del mismo con
cebadores del vector y cebadores internos, revelo la secuencia de la region C-terminal,

incluyendo el extremo 3’ no traducido.

A B
kb kb
M 1 2 M1 2 34 5 6 7
10> | - 10 &> _ ;
=
3—’ — 3P - L4
25> 2.57%» <« 25
27> 2> &
—> -
1.5—> - 12 1.5 <« 1.7
1> 1>

Figure R1. A. Adislamiento de un fragmento central de 1.2kb por RT-PCR a partir de
ARN total de tallo, correspondiente a SISOS1. M, marcador, 1, reaccion de RT sin
molde de ARN (blanco), 2, reaccion de RT con molde. La reaccion de RT se llevo a
cabo como en apartado M.4.3. Las condiciones de PCR fueron 94°C/3min,
35x[94°C/30s, 55°C/45s, 72°C/1.5 min], 72°C/5min y 4°C. B. Reacciones de RACE-5'3".
M, marcador, 1,5, blancos sin molde; 2,3,4, reacciones de RACE-5"; 6,7, reacciones de
RACE-3" con molde ARN total. La reaccion de RT se llevo a cabo como en apartado
M.4.4. Las condiciones de PCR fueron como en Tabla M5.

Con la reaccion de RACE 5°-RT, y PCR subsiguiente con UPM (directo) y GSP1-604
(reverso) se obtuvo un fragmento de ADNc de 1.7 kbp del extremo 5’ (Fig. R1B), siendo

necesarias dos rondas sucesivas de PCR con este molde para ir caminando sobre la
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secuencia del extremo 5°, con dos nuevos cebadores reversos adicionales SR1.7 y 5R2-
1.7 (Tabla M4), hasta llegar a la secuencia que contenia el codon de inicio.

Finalmente, el ORF completo de SISOS! se amplifico por PCR con la JumpStart™
Accutaq LA DNA polymerase mix, utilizando como molde una alicuota de la reaccion de
RACE-5’-RT vy los cebadores S1FXba2 y S1RSal2, que contenian un sitio Xbal y Sall,
respectivamente, para ser clonado directamente, de forma unidireccional, en el sitio Xba-
Sall del vector multicopia de levadura pYPGEIS5, bajo control del promotor PGK! (Fig.
R2), previa digestion del fragmento y del plasmido con ambos enzimas.

La secuencia de SISOS1I se deposité en la base de datos de genes del GenBank/EMBL

con el numero de accesion AJ717346.

A B

kb EcoRYV EcoRI Pstl Smal BamHI Xbal

Kpnl Apal Xhol Sall Clal HindIIl
polylinker

Figure R2. A. Aislamiento por PCR del fragmento de 3.5 kb conteniendo el ORF
completo de SISOSI utilizando como molde la reaccion de RACE-5’-RT y cebadores
S1FXba2 y SIRSal2. M, marcador, 1 y 2, reacciones de RACE-5"-RT; 3, blanco sin
molde. La reaccion de RT se llevo a cabo como en apartado M.4.4.. Las condiciones de
PCR fueron 94°C/3min, 35x[94°C/30s, 53°C/45s, 72°C/3.5 min], 72°C/7min y 4°C. B.
Estructura del plasmido pYPGE15 (Brunelli y Pall 1993).

R.1.1.2. Analisis de la secuencia de SISOS1

El marco abierto de lectura (ORF) de SISOS! esta formado por 3456 pb que codifica

una proteina de 1151 aminoacidos, con un peso molecular calculado de 127,457 Da
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(Fig. R3A). En una busqueda reciente de homologos de A1SOS1 en las bases de datos de
genes se han identificado hasta 23 secuencias altamente homologas a SOS/ y mas de
cien secuencias ESTs de diferentes especies, indicando su distribucion ubicua en plantas
(Pardo et al 2006; Protein Knowledgebase, UniProtKB/TrEMBL,

http://beta.uniprot.org). El alineamiento de SISOS1 con multiples secuencias proteicas

de SOS1 conocidas de plantas, mostré un alto grado de homologia con especies de
dicotiledoneas, como Populus euphratica (68.2%) Suaeda japonica (64.4%) o
Arabidopsis (62.7%), un poco menos con especies de monocotiledoneas como
Phragmites australis (61.7%) Oryza sativa (60.9%), Triticum aestivum (59.5%), o de
plantas marinas como Cymodocea nodosa (57%) para CnSOS1.A, y 63% para
CnSOS1B), y mucho menos en comparacion con el musgo Physcomitrella patents
(48.8%) (Fig. R3B).

Como predice el programa TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk), la proteina contiene
12 dominios transmembrana y un largo extremo C-terminal, tipico de SOS1 de plantas
(Fig. R3A) (Pardo et al 2006). Asimismo, se predicen muchos sitios de fosforilacion, la
mayoria en el extremo C-terminal (Oh et al 2007). Sin embargo, el analisis

fosfoprotedmico de la proteina AtSOS1 identifico sin ambigiiedad solo dos sitios

1121 1122

especificos de fosforilacion en la Ser
1052

y Ser ** (Hem et al 2007), y ambiguamente, en

la Ser ™~ (Niihse et al 2004). Todos estos residuos estan conservados en la secuencia de
la proteina SISOS1, que podrian ser blanco de la fosforilacién del antiportador Na'/H"
SOS1 por el complejo quinasa SOS2/SOS3 (Qiu et al. 2002, Shi et al. 2002, Quintero et
al. 2002). Asimismo, se ha identificado dos dominios conservados que también estan
presentes en todas las proteinas SOS1. Un dominio de intercambio Na'/H" que abarca

completamente el dominio transmembrana, desde los aminodcidos 27 al 443

(IPR006153, UniProtK B/TrEMBL, http://beta.uniprot.org), y un dominio de ligamiento

a nucleotidos ciclicos situado centralmente en el largo dominio C-terminal, desde los
aminodcidos 753 al 843 (IPR000595). El analisis mediante Southern-blot con una sonda
de 300 pb de la zona C-terminal reveld que el tomate contiene una sola copia de SOS1

(Fig. R3C).
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Figura R3. A. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de SISOSI (acc.
CAG30524.1) con SOSI de Arabidopsis thaliana (AtSOSI1, Acc. NP _178307.2),
realizado con el programa ClustalW (Thomson et al 1994). Los residuos idénticos y
similares se resaltan en negro y gris, respectivamente. Las barras indican dominios
transmembrana predichos por el programa TMHMM (http://www.cbs.dtu.yadk) (Krogh
et al 2001). También se predice un dominio de intercambio Na'/H' que abarca el
dominio transmembrana completo desde los aminodcidos 27 al 443 (IPR006153,
UniProtKB/TrEMBL, http://beta.uniprot.org), y un dominio de ligamiento a nucledtidos
ciclicos situado centralmente en el largo dominio C-terminal, desde los aminodcidos
753 al 843 (IPR000595). Las flechas indican las secuencias de aminoacidos sobre las
cuales se diseriaron los cebadores degenerados DAB2p y RDABG6. Se ha subrayado la
secuencia aminoacidica correspondiente al ADNc usado para el silenciamiento génico
de SISOSI (RNAi). Asteriscos en ''*'Ser y ""*’Ser indican los sitios de fosforilacion
asignados inequivocamente en AtSOS1, catalizados por el complejo AtSOS2/AtSOS3. B.
Representacion esquematica de cada uno de los dominios mencionados en panel A
(tomado de Oh et al 2007). C. Arbol filogenético no enraizado basado en las distancias
evolutivas de las secuencias aminoacidicas codificadas por genes SOSI de diferentes
especies vegetales, construido por el programa ClustalW. La barra de escala
corresponde a (.05 sustituciones de aminodcidos por sitio. Las secuencias de proteinas
y sus respectivos numeros de accesion se han obtenido de la base de datos de genes del
GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). CnSOS14A y CnSOSIB, Cymodocea nodosa
(CAD20320.1 y CAL44986.1, respectivamente); OsSOS1, Oryza sativa (AAW33875.1);
PaSOS1, Phragmites australis (BAF41925.1); PeSOSI, Populus euphratica
(ABF60872.1); PpSOSI, Physcomitrella patens (CAD91921.1); SjSOSI, Suaeda
japonica (BAE95196.1); TaSOSI, Triticum aestivum (AAQ91618.1). D. Southern blot
de ADN gendmico digerido con enzimas de restriccion EcoRI (E) y Hind Il (H), e
hibridado con una sonda radioactiva P> correspondiente a un fragmento de 300pb de
la region C-terminal de SISOS1.
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R.1.2. SISOS2

R.1.2.1. Aislamiento y clonaje

Mediante una consulta a las bases de datos de genes, se identificaron los clones
EST257593 y EST 339816 de una genoteca de ESTs de hojas de S. lycopersicum cv R-
11-12 resistente a Pseudomonas, que presentaba una alta homologia a 4tSOS2. Dichos
clones fueron suministrados por el BTI, Universidad de Cornell, NY, USA. La
secuenciacion de ambos clones mostré que solo el clon EST257593, que portaba un
inserto de 1766 pb (Fig. R4, carril 1), contenia el ORF completo de 1341 pb del gen
putativo de SISOS2, ya que codificaba a una secuencia aminoacidica que presentaba
efectivamente la mayor homologia con la isoforma AtCIPK24 o AtSOS2, de entre todas

las isoformas (25) de CIPKs existentes en esta especie (Fig. R6C).

1 2 3 4 5 Mkb

_«— 100

18kb

W e -

Figura R4. Aislamiento por PCR con cebadores del vector pBluescript de los insertos
de los clones EST 257593, carril 1; EST 339816, carril 2; EST441626, carril 4 y 5;
blanco sin molde, carril 3, M, marcador. Las condiciones de PCR fueron 94°C/3min,
35x[94°C/30s, 55°C/45s, 72°C/2.5 min], 72°C/7min, y 4°C.

El ORF de SISOS2 se amplificd por PCR con la Pfu DNA polymerase (Fig. RSA),
utilizando como molde, una reaccion de RT, a partir de ARN total de tallos de S.
lycopersicum cv. Pera y los cebadores S2Feco y S2Reco (Tabla M4), que contenian

cada uno, un sitio EcoRI, para ser clonado directamente, en el sitio EcoRI del vector de

expresion de levaduras p414-GPD, bajo control del promotor GPD (Tabla M3) (Fig.
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R5B), previa digestion del fragmento y del plasmido. Finalmente, se comprobd por
secuenciacion que el inserto se habia subclonado en direccion correcta.

M1 2

A B
kb
! e ¥ba | [551]
EcoR V [750]
— R TRPY Bat X) [758]
3 — R Hind 1k [980]
Amp
R {5076~4148)
15— . 1,34 kb pd14 GPD
T - 5694 bp
Kpn | [1894]
AR Xhol 2155]
G725l | 2rey)
5 &= Gla | [2187)
?JZPB.?JS:“' PmEﬁo[th 51] 88|

Sac | [2899] BamHI [2208]

Figura RS. A. Aislamiento del ORF de SISOS2 con cebadores S2Feco y S2Reco,
carriles 1 y 2. Las condiciones de PCR fueron 94°C/3min, 35x[94°C/30s, 55°C/45s,
72°C/1.5 min], 72°C/5Smin y 4°C. B. Estructura del plasmido p414GPD para la
expresion de SISOS2 en levaduras.
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Figura R6. A. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de SISOS2 (acc.
CAG30526.1) con SOS2 de Arabidopsis thaliana (AtCIPK24, Acc. AAK72257) usando
el programa Clustal W (Thomson et al 1994). Los residuos idénticos y similares se
resaltan en negro y gris, respectivamente. Se indican el segmento correspondiente al
bucle catalitico (a) con el aspdrtico como sitio catalitico (*); el bucle de activacion (b),;
los dominios FISL o NAF (d) y PPI (e) (Marchler-Bauer et al 2007). La sustitucion de
la treonina en el bucle de activacion por aspartico (c) y la flecha que indica el truncado
del extremo C-terminal en la leucina en posicion 308 en AtSOS2, resultan en una
proteina quinasa independiente de SOS3 (Guo et al 2001, 2004). B. Representacion
esquematica de cada uno de los dominios mencionados tipica de la subfamilia de
CIPKs (tomado de Sanchez-Barrena et al 2007). C. Arbol filogenético basado en las
distancias genéticas de la secuencia aminoacidicas de SISOS2 y las de la familia de
proteinas AtCIPKs. La barra de escala indica 0.05 sustituciones por sitio. Las
secuencias proteicas se obtuvieron de la base de datos del GeneBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Los numeros de accession para cada CIPK se
obtuvieron del anterior enlace o de Kolukisaoglu et al (2004).
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La secuencia de SISOS2 se depositd en la base de datos de genes del

GenBank/EMBL con el nimero de accesion AJ717348.

Exon Vil
Exon VIl
ExonIX
Exon X
Exonlil ExonlV Exon XI
Exonll ExonV Exon Xl
Promotor Exonl Exon VI Exon XlIl
| |1l |
:501 9,:86
SISOS2 genomico putativo

10231 bp

Figura R7. Estructura de la secuencia genomica de SISOS2 con la disposicion de los
exones (cajas) e intrones (lineas entre cajas). Las posiciones son relativas al codon de
iniciacion.

R.1.2.2. Analisis de la secuencia de SISOS2

El marco abierto de lectura (ORF) de SISOS2 estd formado por 1341 pb que codifica
una proteina de 446 aminoacidos, con un peso molecular calculado de 51 kDa (Fig
R6A). Esta proteina putativa de SISOS2, alineada con las 25 isoformas que componen
la subfamilia de serina-proteina quinasas en Arabidopsis, las denominadas SnRK3
(Hrabak et al 2003), CIPK (Calcineurin-Interacting protein kinase) (Kolukisaoglu et al.
2004) o PKS (Protein kinase SOS2-like) (Gong et al 2004), segun la variable
nomenclatura existente (Fig. A10), presentaba la mayor homologia, un 71% de
identidad, con AtSOS2, también conocida como AtCIPK24 o PKS SOS2, o SnRK3.11,
mientras que fueron del 64% con AtCIPKS8, 60% con AtCIPK3 y 53% con AtCIPK23 y
AtCIPK9, y mas baja del 50 %, con el resto de las proteinas AtCIPKs (Fig R6C).

La secuencia aminoacidica codificada por este gen de tomate tiene la estructura
secundaria tipica de esta subfamilia de quinasas (Fig R6A y B): un dominio N-terminal

quinasa relacionado con las SNF1 de levadura y AMPDK de animales (IPR0170909,

UniProtKB/TTEMBL, http://beta.uniprot.org) y un dominio C-terminal regulador
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autoinhibitorio, en la que destaca la presencia del dominio FISL o NAF (IPR004041) de
21 aminoacidos por donde interacciona con SOS3.

En una busqueda reciente de genes homologos en las bases de datos génicas para
SISOS2, se identifico la secuencia gendémica completa de SISOS2, incluida su region
promotora (Fig. R7). Dicha secuencia estaba contenida en la secuencia completa del
cromosoma 12 de tomate (S. lycopersicum cv. Heinz 1706) (acc. n°® 209588). El
alineamiento de SISOS2 del ADNc con dicha secuencia permitio la identificacion del
promotor de 3500 pb y de las posiciones relativas de los 13 exones y 13 intrones de los
que contiene. El analisis de la secuencia promotora de este clon gendmico, utilizando
una region de 1500 pb, de los aproximadamente 3000pb que contiene 5° aguas arriba
inmediatamente por encima del codén de inicio, se llevd a cabo in silico mediante la
comparacion de dicha secuencia con las de la base de datos PLACE (Plant Cis-acting

Regulatory DNA Elements, http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/index.html) (Higo et

al., 1999). Dicha secuencia mostré un enorme numero de elementos reguladores en cis
(cis-regulatory elements) que se recopilan en la Tabla Apl (Apéndice). Aunque seria
enormemente prolijo enumerar aqui cada uno de estos elementos, podemos destacar
que el promotor de SISOS2 posee elementos reguladores en cis implicados en la
regulacion de la expresion especifica de tejido (p.e., endospermo, embrion), luz,

hormonas (giberelinas, ABA, etileno y auxinas) y estreses bioticos y abioticos.

R.1.3. SISOS3

R.1.3.1. Aislamiento y clonaje

Mediante una consulta a las bases de datos de genes, se identifico el clon EST441626 de
una genoteca de ESTs de raices de tomate, S. lycopersicum cv. TA496, en el estadio de
preantesis, que presentaba una alta homologia a 4tSOS3. Dicho clon fue suministrado
por el BTI, Universidad de Cornell, NY, USA. La secuenciacion del inserto que portaba
el clon EST (Fig. R4, carril 4 y 5) revelo la presencia de un marco abierto de lectura
(ORF) incompleto de 1 kb, faltando aproximadamente unos 63 pb hasta el codon de
inicio. La secuencia completa del ortélogo putativo de tomate se obtuvo mediante
RACE-5, usando el kit Smart™ 5°-3” RACE ¢DNA Amplification Kit (Clontech, BD
Biosciences) (apartado M.4.4.), utilizando el ARN total de raices de tomate S.
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lycopersicum cv. Moneymaker y el cebador reverso Rac5-S3R. En la PCR subsiguiente,
utilizando la reaccion de RACE 5°-RT como molde y cebadores UPM (directo) y
reverso Rac5-S3R, se obtuvo un fragmento de ADNc de aprox. 880 pb que abarcaba el
extremo 5’ (Fig. R8A). La secuenciacion de este fragmento con cebador Rac5-S3R y un
nuevo cebador reverso 5S3-R1 que anidaba aguas arriba del mismo, revel6 la secuencia

del ORF completo.

A kb
B j -
1234m kb 1 23 456 M
.. 4— 10
<+ 10
3 = 3
22.5 4—%5
< is <« 15
- 1
0.88 kb —» ﬁ ™ <075  088kb __ ' -
<05 0.65kb —» - e 075
<+ 05

Figura R8.A. Reacciones de RACE-5" para el aislamiento del ORF de SISOS3. M,
marcador, 1, blanco sin molde,; 2,3,4, reacciones de RACE-5". La reaccion de RT se
llevo a cabo como en apartado M.4.4. Las condiciones de PCR fueron como en Tabla
M5. B. Aislamiento del ORF de SISOS3 utilizando como molde la reaccion de RACES -
RT con cebadores S3FXho y S3RNot. Las condiciones de PCR fueron 94°C/3min,
35x[94°C/30s, 57°C/45s, 72°C/1 min], 72°C/5min, y 4°C. M, marcador, 1, blanco sin
molde 2,3,4,5, reacciones con molde RACES’-RT; 6. reaccion de RACE-5como en
panel A.

El ORF de SISOS3 que contenia 645 pb, se amplifico por PCR con la Pfu DNA
polymerase (Fig. R8B) utilizando como molde una alicuota de la reaccion de RACE 5°-
RT y los cebadores S3FXho y S3RNot, que contenian un sitio Xhol y Notl,
respectivamente, para ser clonado directamente, de forma unidireccional en los sitios
Xhol y Notl, del vector de expresion de levaduras pDR195.

La secuencia de SISOS3 se depositd en la base de datos de genes del GenBank/EMBL

con el numero de accesion AJ717347.

R.1.3.2. Analisis de la secuencia de SISOS3

La secuencia nucleotidica de SISOS3 codifica una proteina putativa de 214 aminoacidos
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Figure R9. A. Alineamiento de la secuencia aminoacidica de SISOS3 (acc.
CAG30525.1) con SOS3 de Arabidopsis thaliana (AtCBL4, acc. AAG28402.1) usando
el programa Clustal W (Thomson et al 1994). Los residuos idénticos y similares se
resaltan en negro y gris, respectivamente. Se indican los segmentos correspondientes a
los dominios putativos EF-hands (Marchler-Bauer et al 2007), asi como los motivos
conservados N-terminal (a) para N-miristoilacion en el residuo de glicina (cabeza de
flecha negra) y S-palmitoilacion en el de cisteina (cabeza de flecha gris) como predice
el programa Terminator (http.//www.isv.cnrs-gif.fr/terminator3/index.html, Meinnel et
al 2005). B. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de la secuencia de
aminoacidica de SISOS3 y las de la familia de proteinas AtCBLs. La barra de escala
indica 0.05 sustituciones por sitio. Las secuencias proteicas se obtuvieron de la base de
datos del GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Los numeros de accession para
cada CIPK se obtuvieron del anterior enlace o de Kolukisaoglu et al (2004).
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con un peso molecular calculado de 24570 daltons. Esta secuencia alineada con las 10
isoformas existentes en Arabidopsis, pertenecientes a esta familia de proteinas sensoras
de Ca®", también conocidas por CBLs (CalcineurinB-like) o SCaBP (SOS3-like Calcium
Sensor Binding Protein) (Gong et al 2004; Kolukisaoglu et al. 2004), daba un 77 % de
indentidad con AtSOS3 (Fig. R9A), también conocida como CBL4, 73% con las CBL1
y CBL9 y 71% con CBLS, con identidades menores de 70 con el resto de CBLs (Fig.
R9B). La proteina codificada por este gen contiene dos pares de motivos EF-hands

(IPR0O15757, UniProtKB/TrEMBL, http://beta.uniprot.org) con 4 sitios putativos de

ligamiento del Ca®". Asimismo, como AtSOS3, presenta un motivo de miristoilacién en
la glicina 2 y S-palmitoilacion en la cisteina 3 del extremo N-terminal, como predice el
programa Terminator (http://www.isv.cnrs-gif.fr/terminator3/index.html, Meinnel et al
2005), a través de los cuales se ancla a la membrana plasmatica para reclutar a SOS2
(Quintero et al 2002). La secuencia de SISOS3 ha sido depositada en el EMBL con el n°
de acceso AJ717347.

R.2 Caracterizacion funcional de S/SOS en levadura

Para comprobar que las proteinas codificadas por estos genes de tomate constituyen los
verdaderos ortdlogos de AtSOS y funcionan en la misma ruta de respuesta, se han
llevado a cabo experimentos de reconstitucion funcional del sistema SISOS en
levaduras de la cepa mutante AXT3K (AnhxI, Aenal-4, Anhal), hipersensible a
condiciones salinas, por ser defectiva en todos los transportadores de Na“ conocidos
(Quintero et al. 2000). Por tanto, el rescate de su fenotipo tolerante a la sal por
complementacion funcional con estos genes constituiria una evidencia circunstancial de
su papel en la extrusion de Na™ (Quintero et al. 2002). Para ello, se han clonado SISOS],
2 y 3 en los plasmidos de expresion de levadura pYPGEILS, p414GPD y pDRI195,
respectivamente (apartado M.6.1). En primer lugar, se comprob6 la funcionalidad de
SISOSI1 en el mutante de levadura. A pesar de que en trabajos anteriores, se habia
demostrado la necesidad de coexpresar SOS1 con el complejo quinasa SOS2/SOS3, que
llevaria a cabo la fosforilacion del primero, activandolo (Qiu et al 2002, Shi et al. 2002,
Quintero et al. 2002), la expresion de éste por si mismo ya era capaz de conferir algo de
tolerancia al mutante de levadura, siendo capaz de crecer en un medio suplementado

con 100 mM de NaCl (Fig. R10).
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Para comprobar que efectivamente SISOS1 era mds activo en presencia de sus
proteinas reguladoras se llevd a cabo la complementacion de la cepa mutante
reconstituyendo SISOS1 con la version de AtSOS2 hiperactiva e independiente de
SOS3 (SOS2T/DA308) (Guo et al. 2001). La coexpresion de SISOSI con el mutante
hiperactivo de SOS2 de Arabidopsis y con el complejo SOS2/SOS3 de Arabidopsis
promovié una mayor tolerancia a la sal, siendo en este caso capaz de crecer hasta en 300

mM NacCl (Fig. R10).

Control
+ SISOS1

+ SISOS1
+S0OS2TDA308

+SISOS1 +pFL32T
(AtSOS2+AtS 0S3)

+ 100 mM NaCl

Control
+ SISOS1

+ SISOS1
+S0OS2TDA308

+SISOS1 +pFL32T
(AtSOS2+AtS 0S3)

Control

+ SISOS1

+ SISOS1
+S0OS2TDA308

+SISOS1 +pFL32T
(AtSOS2+AtS OS3)

Figura R10. Andlisis funcional de SISOS1 en levadura. Cinco microlitros de diluciones
seriadas (1/10) se aplicaron en placas de medio AP con 1 mM KCl (APD)
suplementadas con las concentraciones indicadas de NaCl. La cepa AXT3K portando el
plasmido vacio pYPGE15 se empleé como Control.
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Para demostrar que la proteina codificada por el gen SISOS2 y SISOS3 eran los
ortdlogos respectivos de AtSOS2 y AtSOS3, y por tanto, formaban parte del complejo
regulador de la actividad de SOS1, ambos genes de tomate se expresaron en la cepa de
levadura AXT3K con A#SOS1 insertado en su genoma (Guo et al 2004). La expresion de
SISOS2 junto con AtSOS1 no incrementd sensiblemente la tolerancia de la cepa
mutante, siendo precisa la coexpresion de SISOS2 junto a SISOS3 para formar el
complejo quinasa y asi incrementar la halotolerancia de las células de levaduras,
permitiendo que éstas crecieran en un medio suplementado con 100 mM de NaCl (Fig.

R11).

Control
(AtSOS] insertado)

+ SISOS2

+ AtSOS2T/DA308

+ SISOS2 + SISOS3

100 mM NaCl

Control
(AtSOS] insertado)

+ SISOS2

+ AtSOS2T/DA308

+ SISOS2 + SISOS3

Figura R11. Andlisis funcional de SISOS2 en levadura. Cinco microlitros de diluciones
seriadas (1/10) se aplicaron en placas de medio AP con 1 mM KCl (APD)
suplementadas con las concentraciones indicadas de NaCl. La cepa AXT3K con
AtSOS|1 insertado en su genoma se empleé como Control.
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Finalmente, la insercion de una copia de SISOS! en el genoma de la cepa de
levadura AXT3K (apartado M.5.1, Guo et al. 2004), ha permitido la reconstitucion del
sistema SISOS completo (Fig. R12), de forma analoga al de Arabidopsis (Quintero et al.
2002) y al de arroz (Martinez-Atienza et al. 2007). Como ocurrié con el de Arabidopsis
(Guo et al 2004), la cepa AXT3K con SISOS! insertado soportd concentraciones de
NaCl mas bajas que la misma cepa cuando expresa SISOS1 mediada por un vector
plasmidico. No obstante, la coexpresion de SISOS2 y SISOS3 increment6 la tolerancia
de la primera, demostrando que el complejo SOS2/SOS3 de tomate fue capaz de activar
SISOS1 en levadura (Fig. R12). Todos estos resultados fueron indicativos de que los
genes que componen el sistema SISOS de tomate son los verdaderos ortologos de 4£SOS

y funcionan en la misma ruta de respuesta.
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Control
SISOS1(insertado)

SISOS1+SISOS2

SISOS1+SISOS2,3

Control

SISOS1(insertado)

SISOS1+SISOS2

SISOS1+SIS0S82,3

Control
SISOS1(insertado)

SISOS1+SISOS2

SISOS1+SIS0OS2,3

Figura R12. Andlisis funcional del sistema SISOS en levadura. Cinco microlitros de
diluciones seriadas (1/10) se aplicaron en placas de medio AP con 1 mM KCI (APD)
suplementadas con las concentraciones indicadas de NaCl. La cepa AXT3K con el

pldasmido vacio se empleé como Control.
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R.3. Complementacion funcional de mutantes sos de Arabidopsis con

los genes SISOS
Los genes de AtSOSI, AtSOS2 y AtSOS3, y también, los respectivos genes de arroz,

complementaron funcionalmente las lineas respectivas mutantes sos (salt-overly
sensitive) de Arabidopsis (Liu 'y Zhu 1998, Shi et al. 2000, Liu, et al. 2000, Martinez-
Atienza et al. 2007). De forma similar, se diseflaron experimentos para comprobar de
forma adicional que los genes SISOSI, SISOS2 y SISOS3 eran los verdaderos ortdlogos
de AtSOS, mediante la capacidad de cada uno de ellos de complementar funcionalmente
los respectivos fenotipos hipersensibles a la sal de estos mutantes sos de Arabidopsis.
Sin embargo, todos los intentos de ensayo de SISOS! en Arabidopsis fueron
infructuosos, ya que tras numerosos intentos de clonaje en pCAMBIA, encontramos
invariablemente la secuencia de SISOSI mutada, con delecciones, cambio marco de
lectura etc, tanto después de aislar el plasmido de E. coli como de Agrobacterium. Una
explicacion plausible para este hecho es la dada por Martinez-Atienza et al. (2007), que
encontraron una expresion residual debido al promotor viral 35S del transportador de
SOS1, que parece ser deletéreo para Agrobacterium y quizas para E. coli, en presencia
de Na". Sin embargo, la sustitucion del Na" por el K en medio LB, no resolvié tampoco
el problema, por lo que este ensayo fue abandonado. No obstante, el hecho de que haya
una sola isoforma de SISOS1 en el genoma de tomate (Fig. R3C), y que haya podido
llevarse a cabo la caracterizacion funcional in planta por RNAi, minimiza la
importancia de este ensayo en la demostracion de la homologia funcional de SISOSI

con el de Arabidopsis.

R.3.1. Complementacion funcional de mutantes de Arabidopsis

sos2-2 con SISOS?2

Tras comprobar que efectivamente SISOS2 era capaz de activar tanto SISOS1 como
AtSOSI1 en mutantes de levadura y asi conferirles una mayor tolerancia a la salinidad,
se procedio a comprobar si el gen de tomate era capaz de complementar la funcion de
AtSOS?2 cuando aquel era sobreexpresado en mutantes sos2-2 de Arabidopsis nulos para
el gen endogeno. Los mutantes sos2-2 tienen una deleccion de dos pares de bases que
correspondiente a los nucleodtidos 1521 y 1522, que coinciden con los dos primeros

nucledtidos del codon de inicio de la traduccidon (Liu et al. 2000). Dichos mutantes
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muestran un ligero defecto en su desarrollo en condiciones normales de cultivo, que es
aun mas exagerado cuando las plantas crecen en condiciones salinas. Se obtuvieron un
total de 28 lineas transformadas independientes, de las cuales 8 fueron seleccionadas 3
generaciones mas tarde como homocigoéticas, y con una sola copia del gen, ya que
cumplian las proporciones de segregacion mendeliana (3:1), en la F2, determinada por
la capacidad de germinacion y desarrollo de la plantula en medio MS con higromicina,

cuyo gen de resistencia esta presente en el vector de expresion utilizado.
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Figura R13. Complementacion de los mutantes de Arabidopsis sos2-2 con SISOS2.
Plantulas crecidas en medio MS durante 4-6 dias se transfirieron a medio
suplementado con 75 mM NaCl durante 4 dias de tratamiento. Cuantificacion del
crecimiento de las plantulas expresado como peso fresco por planta en mg. Los datos
son media y desviacion estandar de al menos 30 plantulas individuales por cada linea.

Se escogieron 2 lineas de la F3 al azar para los siguientes experimentos. En
condiciones de ausencia de sal, el crecimiento, expresado tanto en términos de peso
fresco como en longitud de raiz, de las plantas transgénicas que sobreexpresaban
SISOS2, bajo control del promotor constitutivo 35S, desarrolladas durante 7 dias (medio
MS) fue aparentemente igual que las silvestres (Figs. R13, R14). Sin embargo, cuando
las plantas crecieron en medio MS suplementado con 75 mM NacCl, los mutantes sos2-2

practicamente no se desarrollaban, mientras que las plantas transformadas con SISOS2
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eran capaces de crecer casi hasta el mismo nivel que las silvestres (Figs R13, R15). Los

resultados obtenidos demuestran que SISOS2 es el homologo funcional de AtSOS2.

wt sas2-2 s0s2-2:SISOS2 sos2-2:SISOS2
L6,7,5 L76,1

Y2 MS

Longitud Raiz (mm)

Y

BCol0 @sps2-2 OSISOS2 (L6,75) O SISOS2 (L7,61)

Figura R14. Complementacion de los mutantes de Arabidopsis sos2-2 con SISOS2.
Plantulas crecidas en medio MS durante 7 dias. La longitud de la raiz se midio el
ultimo dia. Los datos son media de 30 plantas individuales por linea.
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wt  ses2-2 sos2-2:SISOS2 sos2-2:SISOS2
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Figura R15. Complementacion de los mutantes de Arabidopsis sos2-2 con SISOS?2.
Plantulas crecidas en medio MS durante 4-6 dias se transfirieron a medio
suplementado con 75 mM NaCl y se midieron después de 7 dias de tratamiento. Los

datos son media y desviacion estandar de al menos 30 plantulas individuales por cada
linea.
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R.3.2. Complementacion funcional de mutantes de Arabidopsis

sos3 con SISOS3

Una vez demostrado que SISOS3, expresado de manera heteréloga en levadura, se
comportaba como el homologo funcional de AtSOS3, formando el complejo quinasa
junto con SISOS2, necesario para activar AtSOS1, y en menor medida, SISOS1 (Figs.
R11 y R12), se procedié a confirmar que esto ocurria también in planta. Para ello, se
realizaron ensayos funcionales de complementacion génica del mutante sos3-/ de
Arabidopsis. Los mutantes sos3-/ tienen una deleccion de 9 pares de bases en la
posicion +759 de la secuencia gendmica de SOS3 que anula la funcionalidad de
AtSOS3 (Liu y Zhu 1997 y 1998), impidiendo el crecimiento de las plantas en presencia
de altas concentraciones de Na" (Ishitani et al. 2000).

Se obtuvieron un total de 9 lineas transformadas independientes, F1, de las cuales se
obtuvieron 4 de la F2. Para llevar a cabo los experimentos de complementacion se
emplearon plantas transgénicas F2 germinadas en medio MS de una de las lineas
escogida al azar. En condiciones de ausencia de sal, el crecimiento, expresado tanto en
términos de peso fresco como en longitud de raiz, de las plantas transgénicas que
sobreexpresaban SISOS3, bajo control del promotor constitutivo 35S, desarrolladas
durante 11 dias (medio MS), fue aparentemente igual que las silvestres (Figs. R16,
R18). Sin embargo, cuando las plantas crecieron en medio MS suplementado con 75
mM NaCl, los mutantes sos3-1 practicamente no se desarrollaban mientras que las
plantas transformadas con SISOS3 eran capaces de crecer, aunque no hasta el mismo
nivel que las silvestres (Figs. R17, R18). Los resultados obtenidos demuestran que
SISOS3 es capaz de sustituir in planta la proteina endéogena de Arabidopsis, AtSOS3,

confirmando asi la homologia funcional entre ambas proteinas.
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Figura R16. Complementacion de los mutantes de Arabidopsis sos3. Plantulas crecidas
en medio MS durante 11 dias. La longitud de la raiz se midio el ultimo dia. Los datos
son media de 70 plantas individuales por linea.
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Figua R17. Complementacion de los mutantes de Arabidopsis sos3. Plantulas crecidas
en medio MS durante 4-6 dias se transfirieron a medio suplementado con 75 mM NaCl
vy se midieron después de 7 dias de tratamiento. Los datos son media y desviacion
estandar de al menos 30 plantulas individuales por cada linea.

157



Resultados

-

Peso/ planta (mg)

0 mM

Z

aCl

B Col-0 Z sos3 MSISOS3 (L2.4)

Figua R18. Complementacion con SISOS3 de los mutantes de Arabidopsis sos3-1.
Plantulas crecidas en medio MS durante 4-6 dias se transfirieron a medio
suplementado con 75 mM NaCl durante 9 dias de tratamiento. Cuantificacion del
crecimiento de las plantulas expresado como peso fresco por planta en mg. Los datos
son media y desviacion estandar de al menos 30 plantulas individuales por cada linea.

R.4. Patron de la expresion de SISOS1 en funcion de la especie del

tomate

Sobre la base del patron de expresion de SOS! y las caracteristicas fisiologicas de las
plantas sos/ de Arabidopsis, se habia propuesto que la expresion de SOSI estaba
regulado por el estrés salino (Shi et al 2000, Martinez-Atienza et al 2007, Wu et al
2007, Xu et al 2008). Con objeto de estudiar en detalle el patrén de expresion del gen
SISOS1 y de los genes que codifican sus proteinas reguladoras SISOS2 y SISOS3, en
respuesta al estrés salino, y a su vez, si este dependia del grado de tolerancia a la sal de
la variedad o especie, se llevaron a cabo ensayos de expresion génica por la técnica de
northern blot, utilizando variedades y especies con diferente grado de tolerancia (Fig.
R19). Se escogieron en este caso, plantas de dos variedades de Solanum Ilycopersicum,

una descrita como sensible, Moneymaker y una tolerante, Edkawy, asi como una
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especie silvestre relacionada tolerante, Solanum pimpinellifolium (Cuartero y
Fernandez-Mufioz 1999).

Después de 3 dias de tratamiento con NaCl, la expresion de SISOS! incrementd en
casi todos los tejidos analizados de ambas especies, concretamente en hojas y raices.
Solamente en tallo de Moneymaker, la variedad sensible de S. Ilycopersicum, la
expresion se redujo después de un dia del tratamiento, incrementando levemente al
tercer dia de tratamiento. Comparando ambas especies, el nivel de la transcripcion fue
cuantitativamente mas alto en hoja, pero similar en la raiz de S. pimpinellifolium. En el
caso de SISOS2, el mensaje se expreso fuertemente y de manera constitutiva en todos
los tejidos de la especie tolerante silvestre con y sin tratamiento, ¢ incrementd
marcadamente por efecto del estrés salino en tallo y sobre todo raiz de las especies
cultivadas, sobre todo en la variedad Edkawy. SISOS3 se expreso de forma especifica en
raices, pero disminuy6 fuertemente con el tratamiento salino tanto en la variedad
Edkawy como en la especie silvestre, tolerantes. Estos resultados sugieren un papel

relevante de los genes de la ruta SOS en la tolerancia del tomate a la salinidad.
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Figura R19. Andlisis por Northern-blot de la expresion génica de SISOSI, SISOS2 y
SISOS3 en diferentes variedades y especies de tomate que difieren en el grado de
tolerancia a la salinidad, tratadas durante 3 d con 225 mM NaCl. Moneymaker (MM) y
Edkawy (ED) son variedades cultivadas de Solanum [lycopersicum y Solanum
pimpinellifolium acc. PE-2 (PP) una especie silvestre relacionada. Se aislé ARN total
raices, tallos y hojas de plantas de de las diferentes especies y variedades de tomate
crecidas como se ha descrito en Material y Métodos, y tratadas durante 0, 1 6 3 dias
con 225 mM NaCl. La carga de cada muestra de ARN se normalizo por la tincion de la
banda de 18S rDNA con bromuro de etidio. La figura es representativa de dos
experimentos llevados a cabo por duplicado.
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R.5. Silenciamiento de SISOS1 en tomate

Se ha llevado a cabo el silenciamiento de SISOS! por transformacion estable mediada
por Agrabacterium mediante la utilizacion del vector pKannibal/pART27 que porta un
fragmento con la repeticion invertida del gen blanco (Wesley et al. 2001). Como se
indico en el apartado M.7.2., la transformacion de cotiledones y la regeneracion de
plantas se llevo a cabo siguiendo basicamente el método descrito por Ellul et al. (2003).
Se llevaron a cabo 7 experimentos independientes de transformacion de cotiledones de
tomate con Agrobacterium portando la construccion de silenciamiento para SISOS!
(Fig. R20). En total se usaron para la transformacion 800 segmentos de cotiledones, a
partir de los cuales se regeneraron 28 plantas, que fueron analizadas por PCR utilizando
ADN genomico y cebadores especificos que anidaban al gen de resistencia a
kanamicina presente en el ADN-T, con el fin de comprobar la presencia de la
construccion de silenciamiento para el gen SISOSI. Los resultados obtenidos indicaron
la presencia de la construccion génica utilizada en 14 de las 28 plantas regeneradas (en
la Fig. R21, se muestra el resultado para 4 de las lineas transformantes primarias).

Con la finalidad de determinar el nivel de silenciamiento del gen SISOS! en las
distintas lineas transgénicas se realizaron ensayos de RT-PCR semicuantitativa en 3
lineas elegidas al azar de las 14 que portaban la construccion. Se llevaron a cabo tres
reacciones de RT-PCR por cada muestra de RNA y dos extracciones de RNA para cada
linea transgénica. Los niveles de silenciamiento del gen fueron aproximadamente del
70% para la linea 1 (L1), el 40% para la linea 2 (L2) y el 60% para la linea 3 (L3) (Fig.
R22).

Para evaluar el efecto que el silenciamiento del gen SISOS! pudiera tener sobre el
crecimiento de las plantas transgénicas, se utilizaron lineas heterozigotas F1. De este
modo se observd que el tratamiento con 100 mM NaCl durante 5 dias, influyé muy
negativamente sobre el crecimiento de las lineas silenciadas en comparacion con las
crecidas bajo condiciones normales. La reduccion del crecimiento fue del 67% para L1,
el 57% para L2 y el 75% para L3, mientras que en el caso de las plantas no
transformadas fue tan solo 16% (Fig. R23). Estos resultados aportaron los primeros

indicios de la relevancia de SISOS! frente al estrés salino.
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Figura R20. Obtencion de plantas de tomate transgénicas: a) segmentos de
cotiledones aislados de plantulas cultivadas en GM durante 14 dias e incubadas en
placa de Petri con medio PCM; b) cocultivo de los segmentos de cotiledones y
Agrobacterium en medio CCM; c) generacion inicial del callo en el cotiledon. La
formacion del callo normalmente ocurre donde se produjo la herida y se forma
como resultado de la estimulacion del crecimiento provocado por la zeatina, d)
cultivo de los cotiledones incubados con Agrobacterium en medio de organogénesis
y seleccion de transformantes (SIM-K),; d) generacion de raices. Una vez que los
tallos tiene suficiente porte se separan de los callos y se pasan a un medio de
induccion de raices, este no lleva zeatina, pero contiene Kanamicina para la
seleccion de los transformantes, e) transformantes primarios en medio selectivo con
kanamicina. Estos se pasaran a macetas.
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Figura R21. Deteccion de la construccion para el silenciamiento de SISOS1 en plantas
de tomate. Electroforesis de los productos de PCR con cebadores especificos para el
gen de resistencia a kanamicina y ADN genomico de las lineas L1, L2, L3 y L4 (1-4),
blanco (5), de una planta no transformada (6), del plismido portador de la
construccion de silenciamiento (7), marcador (M).

Linea 1 Linea 2 Linea 3 WT
Nedeciclos 21 24 27 30 21 24 27 30 21 24 230 21 24 27 30

Figura R22. Niveles de transcrito de SISOSI en las plantas de tomate transformadas y
plantas no transformadas (WT). Las plantas transgénicas de tomate con expresion
reducida de SISOS1 fueron generadas mediante PTGS usando un sistema de expresion
estable de RNAi. El nivel de la expresion fue estudiado por RT-PCR semicuantitativa a
partir del ARN total aislado de las hojas procedentes de transformantes primarios y
oligo dT como cebador para la reaccion de RT, utilizando en la PCR subsiguiente una
pareja de cebadores especificas para el gen SISOS1 (panel superior) y otra para el gen
control, factor de elongacion de tomate, efl-o. (panel inferior) (apartado M.7.6.).
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Figura R 23. A. Efecto del silenciamiento del SISOS1 sobre el crecimiento de las lineas
F1 silenciadas de tomate en respuesta al estrés salino. B. Crecimiento de las lineas
transformadas F1 (L1, L2 y L3) y no transformadas (WT) con la construccion de
silenciamiento del gen SISOSI, cultivadas en sistema hidroponico y sometidas al
tratamiento salino durante 5 dias con 0 (m) o 100 mM de NaCl (o). Los valores de
peso seco (DW), expresado en g/planta, son las medias £ SD, de al menos 3
experimentos independientes, usando 8 plantas por linea y por tratamiento.

Para confirmar el patron de expresion de SISOS!I en plantas F1, se estudiaron los
niveles de transcrito mediante RT-PCR semicuantitativa. Como puede observarse en la
Figura R24, la seial obtenida para SISOS! tras 30 ciclos de amplificacion fue muy
baja con respecto al control en las tres lineas transgénicas estudiadas (L1, L2, L3),
variando los niveles de expresion entre los diferentes tejidos. En el caso de hoja, se
observo una reduccion del nivel de la transcripcion de SISOS! en plantas transgénicas
silenciadas y ninguna variacion en los niveles bajo tratamiento salino. Sin embargo en

raices, la reduccion observada en el nivel de la transcripcion de SISOS! en las lineas

164



Resultados

silenciadas, no fue tan alto como en los demas tejidos. En la linea no transformada
(WT) se observé un incremento significativo del nivel de transcripcion en hoja y sobre
todo en raiz por efecto del estrés salino, lo que estuvo de acuerdo con el incremento en
el nivel de transcrito observado por northern blot en tomate WT tratadas durante 3 dias
con 225 mM NaCl (Fig. R24). Estos resultados confirmaron una vez mas la regulacion
de la transcripcion de SISOS1 por el estrés salino.

Teniendo en cuenta los niveles de mensajero obtenidos en los tejidos analizados en
todos los experimentos realizados, se establecid que el nivel de silenciamiento en estas
lineas heterozigoticas F1 fue similar a los valores obtenidos en la FO. La linea
transgénica L1 mostr6 la mayor inhibicion del desarrollo cuando era cultivada a 100
mM NaCl y ello se asociaba al mayor nivel de silenciamiento de SISOSI (~70%) (Figs.
R22, R23 y R24). Por ello, las semillas F2 de la linea L1 seleccionadas en kanamicina
se emplearon en experimentos posteriores donde se estudiaron diferentes parametros

fisiolégicos.

0 mM NacCl 100 mM NacCl Dias en sal
Ll L2 L3 WT L1 L2 L3

SISOS1 Hoja

efl-o

Figura R24: Efecto del silenciamiento del SISOS1 sobre la abundancia de transcrito de
SISOS1 de las lineas F1 silenciadas de plantas de tomate sometidas durante 5 dias
con 100 mM de NaCl en cultivo hidroponico. L1, L2 y L3 son lineas de tomate con un
silenciamiento parcial de SISOSI y WT, no transformadas. El nivel de transcrito fue
analizado por RT-PCR semicuantitativa a partir del ARN total de hoja, tallo y raiz a 30
ciclos de PCR, usando cebadores indicados en apartado M.7.6. El factor de
elongacion de tomate, efl-o, se utilizo como gen control. La figura es representativa de
dos experimentos llevados a cabo por triplicado. Para propésitos comparativos, se
indica a la derecha el andlisis de la expresion de SISOSI1 por Northern blot en la
variedad Moneymaker, tomada de la Figura RI19.
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R.4.1. Analisis del crecimiento de las plantas silenciadas en

SISOS1 en condiciones de estrés salino.

En primer lugar y con el fin de completar la informacion existente sobre la influencia
del silenciamiento de SISOS1 sobre el desarrollo de la planta bajo condiciones de estrés
salino, se analiz6 la velocidad relativa de crecimiento (RGR —relative growth rate-), que
es el incremento en peso de la planta en funcion del tiempo analizado y permite evaluar
las diferencias en el crecimiento debidas al tratamiento (Hunt 1982). La salinidad no
causo6 ningun efecto sobre el RGR en las plantas control, que parecian crecer de igual
forma sin importar el tratamiento. Sin embargo, las plantas silenciadas mostraron un
menor desarrollo después de 5 dias bajo condiciones control y especialmente, después
de ser tratadas con sal. La diferencia en el RGR entre plantas control y silenciadas era
mas alta cuando las plantas eran sometidas a estrés salino, siendo aproximadamente 5

veces mas bajo en el caso las plantas silenciadas (Fig R25).
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Figura R25. Velocidad de crecimiento relativo (RGR) en plantas T2 no transformadas
(m) y silenciadas L1 (0) medidas en condiciones normales de cultivo hidroponico y
tratadas durante 5 dias con las concentraciones indicadas de NaCl. RGR se expresa
como dia” y se calculé después de 5 dias de tratamiento. Los valores son medias + DS
de al menos 5 experimentos independientes usando un minimo 8 plantas por linea y por
tratamiento. Valores seguidos de diferentes letras difieren significativamente (Test de
Duncan, P=0.05).
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R.4.2. Determinacién de la actividad antiportadora Na'/H' en

vesiculas de membrana plasmatica.

Con el fin de comprobar si el silenciamiento de SISOS! se correlacionaba con una
reduccién proporcional en la actividad de intercambio Na'/H" de membrana plasmatica
catalizado por SISOSI1, se purificaron por particion de fases en un sistema de PEG-
Dextrano, vesiculas enriquecidas en membrana plasmatica de raices de plantas L1-
silenciadas y control tratadas durante 3 dias con 100 mM NaCl. Dichos tratamientos se
aplicaron para conseguir la expresion maxima de SISOS1 (Qiu et al 2002, Fig. R19 y
R24).

Tabla R1. Evaluacion de la pureza de las fracciones enriquecidas en membrana
plasmdtica aisladas de raices de plantas de la var. Moneymaker no transformadas (WT)
v transgénicas silenciadas (L1), tratadas durante 3 dias con 150 mM de NaCl,
utilizando inhibidores especificos de actividades de transporte de H' dependiente de
ATP, de diferentes origenes subcelulares. Las reacciones llevaron a cabo como se
indica en el apartado M.7.8. a pH 6.5 en presencia de 25 mM KCI. La actividad
transportadora de H, dependiente de ATP, se calculo como la velocidad inicial de
extincién de la fluorescencia del ACMA, expresada en AF min” mg”" proteina (entre
pareéntesis). Los resultados, expresados en porcentaje de actividad especifica respecto a
la del control, son representativos de uno de dos experimentos independientes con las
actividades ensayadas por triplicado.

Inhibidores Actividad transportadora de H"
dependiente de ATP

WT L1
Control 100 (380+23) 100 (185+5)
Na3zVO4 (250 pM) 44 40
NaN3 (2 mM) 104 99
Bafilomicin (20 nM) 100 100
Na;MoOy4 (100 uM) 99 98

Como medida de pureza, las preparaciones de plasmalema obtenidas a partir de
microsomas de raiz se caracterizaron utilizando inhibidores especificos para las
actividades de transporte de H' dependientes de ATP de diferentes origenes
subcelulares (Tabla R1). Los inhibidores utilizados fueron vanadato (VO,>), un
inhibidor especifico de P-ATPasas de membrana plasmatica, bafilomicina, inhibidor

especifico de la V-H-ATPasa de vacuolas, la azida (N3), inhibidor de las F-H'-
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ATPasas de cloroplasto, y molibdato, inhibidor de las PPasas solubles (Ballesteros et al
1996 y 1998). La actividad transportadora de H' se inhibié fundamentalmente por
vanadato, lo que unido a una casi nula inhibicién por bafilomicina, azida y molibdato
confirmo que la preparacion de vesiculas estaba altamente enriquecida en membrana
plasmatica con una escasa contaminacion por otro tipo de membranas.

La deteccion del intercambio entre Na” y H' en las vesiculas de membrana requiri6
previamente la creacion de un gradiente de pH, utilizdndose para ello la actividad
transportadora de H' asociada a la P-H'-ATPasa, determinada como la extincion de la
fluorescencia de la sonda ACMA (Fig. R26). La actividad transportadora de H' fue
significativamente menor en el caso de las raices de plantas L1-silenciadas que en las
plantas WT (Fig. R26A, Tabla R1), lo cual sugiere que el silenciamiento de SISOS!
afectaria también a la actividad de transporte de H™ dependiente de ATP. Una vez
alcanzado el estado estacionario de ApH (la velocidad de entrada de H' se iguala con la
de salida), la adicion de sales de sodio (Na;SO,) resulté en una recuperacion de la
fluorescencia, o disipacién del gradiente de pH, que indicaba un eflujo de H'
dependiente de la entrada de Na" en las vesiculas. Tanto en las vesiculas de plantas WT
como en las silenciadas, los niveles de recuperacion de fluorescencia incrementaron con
la concentracion de Na' en el medio. Esta recuperacion de la fluorescencia fue
significativamente inferior en las membranas de las raices de las plantas L1-silenciadas.
Esta actividad de intercambio de Na’ por H' fue claramente inferior en las vesiculas de
raices de plantas L1-silenciadas a todas las concentraciones probadas (Fig. R26B). Los
resultados obtenidos confirman la reduccion de la expresion de SISOS1 en las plantas
L1-silenciadas, lo cual nos permitia continuar el abordaje con mayor profundidad de la
funcién de SISOS1 en plantas de tomate sometidas a estrés salino y la relevancia de su

papel en la distribucién de Na” y K en la planta completa.
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Figura R26. Actividad de intercambio Na'/H' en vesiculas de membrana plasmdtica
de raices de plantas silenciadas para SISOSI (L1) y no transformadas (WT) tratadas
durante 3 dias con 100 mM NaCl. A. Disipacién por Na* del gradiente de pH generado
por la H -ATPasa de plasmalema, medida como recuperacion de la fluorescencia del
ACMA, en vesiculas enriquecidas en plasmalema aisladas de la linea silenciada L1
(trazo discontinuo) y WT (trazo continuo). Las flechas indican adicion de (1) 1.5 mM
MgSO,, (2) 50 mM Na,SO4 and (3) 10 mM NH,SO,. La fluorescencia se expresa en
unidades arbitrarias. B. Actividad de intercambio Na'/H" (AF min” mg" de proteina)
medida en funcion de la concentracion de Na' en el medio de ensayo, en vesiculas
enriquecidas en plasmalema aisladas de raices de plantas silenciada L1 (circulo) y WT
(cuadrados). Cada punto corresponde a la media de tres ensayos + SD.
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R.4.3 Analisis del contenido de Na* y K' en plantas cultivadas en

condiciones de estrés salino.

Para comprobar si las diferencias fenotipicas descritas anteriormente se relacionaban
directamente con diferencias en los contenidos i6nicos, se determinaron los contenidos
de Na" y K" de las plantas silenciadas L1 y WT sometidas durante 5 dias a un
tratamiento salino moderado (25 mM NaCl) y severo (100 mM NaCl). A 3 y 5 dias de
cultivo con un tratamiento de 25 mM de NaCl, que es considerado como un tratamiento
moderado para el tomate, la linea silenciada L1 mostré contenidos de Na" mayores al de
las plantas WT en hojas y raices pero no en tallo (Figs. R27-29). Esto era esperable
dado el papel que tiene el transportador SOS1 en la extrusion de Na” en raices (Shi et al
2002), que quedaria practicamente anulado en las plantas silenciadas L1. Con 100 mM
de NaCl, ya un dia después de aplicar el tratamiento, los contenidos de Na' fueron
también mayores en hojas y raices de las plantas silenciadas, pero significativamente
inferiores en el tallo.

Es interesante destacar el hecho de que el contenido en Na' del tallo de las plantas
silenciadas permanecia practicamente inalterable independientemente del tratamiento
aplicado al medio de cultivo hidropoénico, mientras que en las plantas WT se doblaban
los contenidos de Na' cuando el tratamiento era de 100 mM NaCl en relacion con el
tratamiento de 25 mM NaCl (contenido en Na' 5-6% frente a 2.5-3%; Fig R28).
Asimismo, fue destacable que a 25 mM NaCl, la mayor acumulacion de Na' en las
plantas WT ocurriera en el tallo en cualquier punto del tratamiento, mientras que en las
plantas silenciadas existia una deposicion preferencial en las raices, especialmente en
los ltimos dias de tratamiento (Fig. R29). En conjunto, todos estos datos indicaban que
SISOS|1 est4 implicado en el movimiento del Na® de la raiz al tallo, presumiblemente en
la carga xilematica (Shi et al. 2002).

Asimismo, se analizo la concentracion del K' dada la conocida implicacion de
SOSI en la nutricién de este cation (Wu et al., 1996). La acumulacion de K en la planta
completa fue menor en las plantas tratadas con NaCl que en las cultivadas en
condiciones control después de cinco dias de tratamiento, tanto en condiciones de estrés
moderado (25 mM NaCl) como severo (100 mM NacCl). Sin embargo, mientras que las
diferencias en el contenido de K™ en la parte aérea eran practicamente inapreciables

entre las lineas suprimidas y las no transformadas, en la raiz fueron extraordinarias
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(Figs. R30 y R31). Las raices de las plantas silenciadas L1 tratadas durante 3 dias de
tratamiento con 25 mM NaCl mostraron una fuerte disminucioén en los contenidos de
K", cosa que no ocurria en las raices de plantas WT. Bajo un estrés severo (100 mM
NaCl), tanto las raices de las plantas WT como las silenciadas mostraron una pérdida de
K" después de 3 dias de tratamiento. Sin embargo, tras 5 dias de tratamiento, el
contenido de este cation en las plantas silenciadas fue significativamente menor al de las

plantas WT (Fig. R31).
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Figure R27. Contenido Na* en hoja de plantas control (WT) y con SISOSI silenciado
(L1). Las plantas se cultivaron en medio hidroponico con una solucion nutritiva control
o suplementada con distintas concentraciones de NaCl (25 y 100 mM). Se cosecharon
en tres puntos a lo largo del tratamiento (Dia 1, 3 y 5). Los datos son medias de +SD al
menos 3experimentos independientes usando como minimo 8 plantas por linea y

tratamiento. Los valores con letras diferentes son significativamente diferentes (Duncan
test, P=0.05).
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Figure R28. Contenido Na' en tallo de plantas no transformadas (WT) y con SISOSI
silenciado (L1). Las plantas se cultivaron en medio hidroponico con una solucion
nutritiva control o suplementada con distintas concentraciones de NaCl (25 y 100 mM).
Las plantas se colectaron en tres puntos a lo largo del tratamiento (Dia 1, 3 y 5). Los
datos son medias de £SD al menos 3 experimentos independientes utilizando un
minimo de 8 plantas por linea y tratamiento. Los valores con letras diferentes son
significativamente diferentes (Test de Duncan, P= 0.05).
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Figure R29. Contenido Na* en raiz de plantas no transformadas (WT) y con SISOSI
silenciado (L1). Las plantas se cultivaron en medio hidroponico con una solucion
nutritiva control o suplementada con distintas concentraciones de NaCl (25 y 100 mM).
Las plantas se colectaron en tres puntos a lo largo del tratamiento (dia 1, 3 y 5). Los
datos son medias de £SD al menos 3 experimentos independientes utilizando un minimo
de 8 plantas por linea y tratamiento. Los valores con letras diferentes son
significativamente diferentes (Test de Duncan, P= 0.05).
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Figure R30. Contenido K en hoja (4) y tallo (B) de plantas no transformadas (WT) y
con SISOS1 silenciado (L1). Las plantas se cultivaron en medio hidroponico con una
solucion nutritiva control o suplementada con distintas concentraciones de NaCl (25 y
100 mM). Las plantas se colectaron en tres puntos a lo largo del tratamiento (dia 1, 3 y
5). Los datos son medias de £ SD al menos 3 experimentos independientes utilizando un
minimo de 8 plantas por linea y tratamiento.).
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Figura R31. Contenido de K" en raices de plantas de tomate no transformadas (WT) y
silenciadas (L1) sometidas a estrés salino moderado y severo. El contenido ionico se
determino en raices de plantas cultivadas con una solucion nutritiva control o
suplementada con una concentracion de 25 mM (a) o 100 mM NaCl (b). Barras negras
corresponde a WT en condiciones control, barras blancas L1 en condiciones control,
Barras rayadas WT sometidas a tratamiento salino, Barras punteadas L1 sometidas a
tratamiento salino. Los datos son medias de = SD de al menos 3 experimentos
independientes utilizando un minimo de 8 plantas por linea y tratamiento. Los valores
con letras diferentes son significativamente diferentes (Test de Duncan, P= 0.05)).
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Para cuantificar la absorcion neta de iones en la planta entera (el balance entre el influjo
y eflujo total), y la cantidad que se transloca a la parte aérea, asi como la distribucion
del Na" entre los diferentes 6rganos vegetales, se estimaron tanto la velocidad de
entrada en la planta completa (NUR-net uptake rate-) como la de translocacion de la
raiz a la parte aérea (NTR-net translocation rate-), tal y como se describen en Taleisnik
y Grunberg (1994) y Guerrier (1996). Como era predecible, las plantas silenciadas L1
mostraron un NUR superior al de las plantas WT, ya que tenian comprometida la
funcion de extrusion de Na'™ al medio externo (Tabla R2).

La translocacién (NTR) del Na" desde la raiz a la parte aérea (tallo, peciolo y hojas)
fue también mayor en las plantas silenciadas comparadas con las plantas WT en
condiciones de salinidad (Tabla R2). Sin embargo, el analisis del flujo de Na" a cada
6rgano individualmente mostré que el Na' en las plantas silenciadas iba dirigido
fundamentalmente hacia las hojas mientras que en las plantas WT se retenia
fundamentalmente en el tallo (Tabla R3). Aparentemente, los tallos de las plantas
silenciadas parecen haber perdido la capacidad de retener Na'. Inesperadamente, el flujo
neto hacia las raices fue muy similar para ambos tipos de plantas sometidas a un estrés
salino severo, indicando que el gradiente impuesto de 100 mM durante 5 dias excederia
la capacidad de las raices para extruir Na' al medio con el fin de mantener la
homeostasis ionica (Tester y Davenport, 2003). Esta idea viene apoyada ademas por el
mayor contenido de Na" en las raices de plantas control en 100 mM NaCl, comparado
con las de 25 mM NaCl, con valores cercanos al de las plantas silenciadas (Fig. R26).

El analisis de la entrada neta de K' en la planta completa (NUR) mostro valores
cercanos a cero tanto en el caso de plantas WT como en el caso de plantas silenciadas
en condiciones de estrés salino moderado, sin embargo estos valores eran muy
negativos en 100 mM NaCl lo que implicaba una pérdida importante de K en la raiz o
eflujo de K (Tabla R2). El flujo neto de K" a las hojas, tallos y, sobre todo, a raices de
plantas silenciadas fueron menores, incluso negativos bajo un estrés severo, indicando
igualmente, una pérdida de K'. A este respecto, es usual que el estrés salino provoque
pérdidas de K en la célula (Shabala et al. 2005). En el caso de las plantas silenciadas,
donde el mecanismo de extrusion de Na' al medio externo esta limitado, dicha pérdida
de K" parece todavia mayor.

Con el fin de ahondar atin mas en el mecanismo de transporte de Na" a larga

distancia en las plantas sometidas a estrés salino y la implicacion de SISOS1 en este
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proceso, se procedio a estudiar los contenidos de Na" y K" en la savia xilemética. Tanto
en las plantas silenciadas como en las plantas WT se produjo una acumulacion de Na*
como consecuencia del tratamiento salino, siendo siempre las cantidades del i6n
mayores en el caso de las plantas silenciadas (Tabla R4). Sin embargo, los flujos de
Na' al xilema se redujeron significativamente debido al estrés salino especialmente en
la plantas silenciadas, probablemente debido a la fuerte reduccion (8 a 15 veces) que
experimenta el flujo de savia xilematica en estas condiciones (Tabla R4). Para plantas
silenciadas y cultivadas durante 3 dias en 100 mM NaCl no pudo determinarse el flujo
xilematico debido a la ausencia de presion radicular. Para el K™ se obtuvo el mismo
patrén en cuanto a las concentraciones y flujo xilematico (Tabla R4). Todos los
resultados obtenidos apoyan el papel fundamental de SOS1 en la carga xilemética para
transportar el Na' a larga distancia en la planta, como se habia sugerido previamente en

Arabidopsis (Shi et al 2002).

Tabla R2. Velocidad de absorcion neta (NUR- net uptake rate) en planta entera y
velocidad de translocacion neta a parte aérea (NTR- net translocation rate) para K
(expresado como umol g PS raiz dia’ )y Na* (expresado como mmol g PS raiz dia”™)
en plantas de tomate Moneymaker (WT) y silenciadas para SISOSI (L1) cultivadas
durante 5 dias con 25 o 100 mM NaCl. Los valores se obtuvieron de las medias a
tiempo de cosecha entre 1 d y 5 d de al menos 8 plantas de un experimento
representativo..

Tratamiento

NUR NTR

WT L1 WT L1
Sodio
Control -0.17 -0.17 0.09 0.10
25 mM NaCl 0.78 2.68 0.44 1.27
100 mM NaCl 7.35 20.06 4.86 14.11
Potasio
Control 0.01 0.00 6,45 -6.64
25 mM NaCl -0.11 -0.08 -344 -171
100 mM NaCl -3172 -2599 -3.1 -5.70
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Tabla R3. Flujo neto de K™ y Na* (umol g' PS dia™) a hojas, tallos y raices en plantas
de tomate control (WT) y silenciadas (L1) tratadas con 0, 25, 100 mM NaCl durante 5
dias. Los resultados son medias de 12 plantas. Los valores se calcularon para las
medias de los datos obtenidos en cada dia de cosecha entre los dias 1y 5 de al menos
8 plantas de un experimento representativo.

Tratamiento
Ion NaCl (mM) Planta Hoja Tallo Raiz
Na® 0 WT 29 35 4
L1 1 -24 2
25 WT 4 141 57
L1 156 227 533
100 WT 46 2002 272
L1 238 -208 242
K' 0 WT 92 514 369
L1 &9 239 119
25 WT -143 -161 -139
L1 -17 -106 -127
100 WT -9 121 6
L1 -82 -105 -142
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La homeostasis ionica es un mecanismo clave en la tolerancia al estrés salino y
constituye un proceso global que conlleva el mantenimiento en el citosol de una alta
selectividad K'/Na" resultado de la exclusion de iones Na' y ClI” a través del plasmalema
y su compartimentacion en la vacuola. A nivel molecular, dicho proceso tiene lugar por
la accion concertada de transportadores primarios y secundarios ubicados en aquellas
membranas bajo el control de un mecanismo de transduccion de la sefial de estrés salino
que coordina dicha respuesta a nivel de célula, tejido y organismo. La reciente
identificacion de los mutantes sos (salt overly sensitive) de Arabidopsis hipersensibles a
la sal ha sido clave en la elucidacion de este proceso, ya que ha emergido una nueva e
importante ruta reguladora de la homeostasia para el Na" y el K bajo condiciones
salinas (Zhu 2002). Esta ruta SOS esta gobernada por los genes SOS1, que codifica un
antiportador Na'/H" de plasmalema, SOS2, una serina/treonina protein kinasa, y SOS3,
un sensor de Ca>", de forma que la activacion especifica de esta ruta por sal controla el
eflujo de Na' y su transporte a larga distancia, determinando la tolerancia de
Arabidopsis a este factor (Zhu, 2002 Shi et al 2002).

Sin embargo, existen importantes limitaciones en el estudio de la homeostasis ionica
y en particular del transporte de Na' a larga distancia en Arabidopsis. La primera es la
practica ausencia de tallo, o al menos, tan corto que no permite una diseccion precisa de
los contenidos relativos de Na" en tallo con respecto a las hojas, lo que limita el estudio
de importantes factores que controlan la homeostasis de Na" y K a nivel de organismo
bajo condiciones salinas, como son los procesos de reabsorcion de Na” por el tallo y su
redistribucion en hojas viejas. (Tester y Davenport 2003). La segunda limitacion es que
en Arabidopsis y otras plantas modelo, como cebada, maiz o arroz no comparten un
modelo similar de expresion, regulacion y caracteristicas cinéticas para muchos de los
transportadores implicados (Méser et al 2001, Garciadeblas et al. 2003, Moller y Tester
2007). Asimismo, las diferencias anatomicas y fisioldgicas entre monocotiledoneas y
dicotiledoneas, y sus respuestas fisiologicas diferenciales a la sal (Tester y Bacic 2005,
Davenport et al 2005, 2007, Meller y Tester 2007), aconsejan para estas Ultimas la
utilizacion de un modelo vegetal diferente que permita estudiar las bases moleculares de
la homeostasis de Na" y K" bajo condiciones salinas en especies horticolas de interés
agrondmico. A este respecto, el tomate contituye un conveniente y excelente modelo de
planta de cosecha que presenta una gran diversidad genotipica en relacion a la
homeostasia ionica, habiéndose demostrado que el control del transporte a larga

distancia durante el estrés salino constituye un importante determinante de su tolerancia
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a condiciones salinas, de forma que las mas tolerantes acumulan mayor cantidad de
sales en tallos y hojas, con una distribucion diferencial en hojas viejas, que previenen su
acumulacion en hojas jovenes y las mas sensibles lo hacen preferencialmente en raices
(Cuartero y Fernandez-Muiioz 1999, Cuartero et al 2006, Foolad 2004). La raiz de
tomate parece determinar, en una gran medida, las concentraciones de Na™ que llegan a
la parte aérea en funcion de la intensidad del estrés (Estaii et al 2005), por lo que parece
posible la implicacion en dicha regulacion del modulo funcional de SOS (y/o de
transportadores de tipo HKT, los cuales no son objeto de estudio en el presente trabajo
de Tesis Doctoral) en las células parenquimaticas que cargan al xilema de raiz y tallo.
Por ello, se ha considerado como objetivo fundamental del presente trabajo, la
identificacion y caracterizacion de los ortélogos de los genes de la ruta SOS utilizando
un abordaje funcional en levadura e in planta (RNAi), en un cultivo como el tomate
donde poder estudiar su relevancia en respuesta a la salinidad. La investigacion
propuesta en tomate es muy oportuna por ser éste un sistema modelo de planta de
interés agronomico, de gran relevancia economica nacional e internacional, que ha sido
objeto de amplios estudios fisioldgicos, bioquimicos y moleculares, los cuales han
revelado una gran diversidad genotipica en relacion a la salinidad. Asimismo, su facil
manipulacion por ingenieria genética, y la existencia de una enorme cantidad de
informacion disponible de los proyectos de secuenciacion de ESTs a gran escala (NSF

tomato genome project, DBI-9872617, http://www.sgn.cornell.edu) facilitaran la

identificacion funcional de los genes de interés.

D.1. SISOS1

Desde la identificacion en Arabidopsis del antiportador Na'/H' de membrana
plasmatica, SOSI, y el establecimiento de su papel crucial en la tolerancia la estrés
salino (Shi et al., 2000, 2002, 2003), se han caracterizado funcionalmente,
esencialmente en sistemas heterdlogos (bacterias y levaduras ), varios genes SOSI1 de
diferentes origenes vegetales, como Oryza sativa, Cymodocea nodosa, Populus
euphratica, Thellungiella halophila y Triticum aestivum, confirmandose la presencia de
este antiportador en glicofitas y halofitas (Martinez-Atienza et al. 2007, Garciadeblas et
al. 2007, Wu et al. 2007, Oh et al. 2007, Xu et al 2008). En el presente trabajo, se ha
aislado, clonado y caracterizado funcionalmente in planta, mediante silenciamiento

génico estable (RNAi), el gen SOSI de tomate, evidenciandose su importancia en la
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tolerancia a la sal en una especie de interés agronémico y su papel en la distribucion
i6nica en la planta.

La secuencia aminoacidica codificada por SISOS! exhibe una alta homologia con las
secuencias descritas de especies vegetales, sobre todo con las de dicotiledoneas (Fig.
R3C), y comparte con todas ellas todas sus caracteristicas comunes: 12 dominios
transmembrana, una larga cola C-terminal cara al citoplasma, un dominio
intercambiador sodio/hidrogeno que abarca el dominio transmembrana completo, y un
dominio de ligamiento de nucledtidos ciclicos, localizado centralmente en la larga cola
C-terminal (Fig. 3B, Pardo et al. 2006, Oh et al. 2007, Aramemnon plant membrane

database, http://crombec.botanik.uni-koeln.de/).

La expresion heterdloga de SISOSI! en levadura fue capaz de restaurar la
halotolerancia de la cepa de levadura AXT3K defectiva en los transportadores de Na"
mayoritarios (Fig. R10A). Andlogamente a lo que ocurre con el de Arabidopsis y arroz
(Quintero et al. 2002; Martinez-Atienza et al. 2007), la coexpresion de SISOS1 con el
complejo o AtSOS2/SOS3 o con un mutante hiperactivo de AtSOS2 independiente de
AtSOS3 (SOS2T/DA308) (Guo et al. 2001, 2004), podia restaurar completamente la
halotolerancia de la cepa AXT3K, permitiendo su crecimiento hasta concentraciones de
300 mM de NaCl. Dicha concentracion es todavia mas alta que la tolerada por la cepa
AXT3K que expresaba el sistema SOS de Arabidopsis (Quintero et al. 2002), y similar a
la tolerada por esa misma cepa que expresaba el sistema SOS de arroz (Martinez-
Atienza et al 2007). Estos resultados indicaban que SISOSI es el homodlogo funcional
del de Arabidopsis.

Asimismo, para comprobar de forma adicional de que SISOSI era el verdadero
ortdlogo de AtSOS1, se ha intentado ensayos de complementacion funcional del
fenotipo hipersensible a la sal del mutante sos/ de Arabidopsis con el gen de tomate. Sin
embargo, tales ensayos fueron infructuosos, ya que tras numerosos intentos de
subclonaje en pCAMBIA1303, encontramos invariablemente la secuencia de SISOSI
mutada, con delecciones, cambio marco de lectura etc, sobre todo después de aislar el
plasmido de Agrobacterium. Una explicacion plausible para este hecho es la dada por
Martinez-Atienza et al., (2007) que encontraron una expresion residual debido al
promotor viral 35S del transportador de SOS1, que parece ser deletéreo para
Agrobacterium en presencia de Na'. Sin embargo, la sustitucion del Na™ por el K en
medio LB, no resolvié tampoco el problema, por lo que este ensayo fue abandonado. No

obstante, el hecho de que haya una sola isoforma de SISOS! en el genoma de tomate,
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como indicaron los experimentos de tipo Southern (Fig. R3D), y el que haya podido
llevarse a cabo la caracterizacion funcional in planta de SISOS1 por RNAi en tomate,
minimiza la importancia de este ensayo en la demostracion de la homologia funcional
de SISOSI con el de Arabidopsis.

Con el fin de evaluar la funcion de SISOSI en la planta se procedid a su
silenciamiento en tomate, var. Moneymaker, mediante la estrategia de silenciamiento
génico postranscripcional (PGTS) (Chuang and Meyerowitz 2000), con dos tipos de
abordajes metodologicos: generacion de repeticiones invertidas de un fragmento del gen
blanco (construcciones hpRNAi) mediante transformacion estable mediada por
Agrobacterium, y silenciamiento génico inducido por virus (VIGS). Este ultimo
abordaje es considerado actualmente una poderosa y rapida alternativa a la hora de
silenciar la expresion de un gen mediante transformacion transitoria mediada por
Agrobacterium, utilizando un vector virico que porta un fragmento del gen blanco, en
nuestro caso, el procedente de Tobacco rattle virus (TRV) (Liu et al. 2002). Con este
procedimiento se ha llevado a cabo un gran niimero de ensayos utilizando como control
una construccion de silenciamiento para la Mg-quelatasa que produce un fenotipo de
fotoblanqueo de las hojas (Lu et al 2003). Sin embargo, los resultados obtenidos han
sido infructuosos para el silenciamiento de SOSI, atin habiéndose mostrado en cada
experimento un silenciamiento sistematico de la construccion control de fotoblanqueo.
Una explicacion plausible a este fracaso es el bajo porcentaje de infectividad en raices
conseguido por este procedimiento (Valentine et al 2004), especialmente en este caso,
en el que seria esperable que SOS1 jugara en la raiz un importante papel en la
distribucion y transporte de iones a larga distancia. Ademas, hasta donde se conoce, no
se ha descrito el silenciamiento de ningun sistema de transporte de membrana por este
procedimiento, a pesar de su uso extendido, lo que puede ser indicativo de de la
existencia de alguna limitacion metodoldgica o bioldgica para este tipo de abordaje.

Alternativamente, se ha llevado a cabo en paralelo el silenciamiento de SISOS1 por
transformacion estable mediada por Agrabacterium mediante la utilizacion del sistema
formado por los vectores pKannibal/pART27, que porta un fragmento con la repeticion
invertida del gen blanco (construccion hpRNAI), cuya expresion en la planta genera un
RNA de doble cadena, necesario para inducir la maquinaria de silenciamiento (Wesley
et al. 2001).

De forma similar a los resultados obtenidos previamente con el mutante sos/ de

Arabidopsis (Qiu et al 2002, 2003), vesiculas de membrana plasmatica aisladas de raices
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de una de las lineas (L1) silenciadas para el gen SISOS! mostraron una actividad de
intercambio Na'/H" reducida (Fig. R26), que se correlacionaba con una reduccién del
nivel de transcrito de SISOS! (Fig. R24) y una mayor sensibilidad a la salinidad
comparada con la de las WT (Fig. R23), afectandose igualmente la actividad de
transporte de H™ dependiente de ATP en vesiculas de plasmalema aisladas de raices de
plantas silenciadas (Tabla R1). Estos resultados apoyan la idea de que SOSI o la ruta
de transduccién de sefiales SOS controla el bombeo de H' dentro de la zona madura de
la raiz (Shabala et al 2005).

Estudios previos han mostrado que SOS1 no parecia esencial para el crecimiento y
desarrollo normal de la planta, pero resultaba critico para la tolerancia a la salinidad de
Arabidopsis (Wu et al 1996, Shi et al 2002). En el presente trabajo mostramos que el
silenciamiento de SISOS! tiene un fuerte efecto negativo sobre el crecimiento de la
planta de tomate bajo condiciones de estrés salino, lo que extiende estas observaciones
desde la planta modelo a especies de interés agrondmico. Nuestros datos son
consistentes con la idea de que la principal accién de SOS1 es extruir Na™ fuera de las
células de la raiz (Qiu et al. 2002; Shi et al. 2002; Shi et al. 2003, Fig. D1).

Las velocidades de absorcion neta (NUR) de Na' en planta completa tanto en
condiciones salinas moderadas como severas fueron tres veces mas altas en plantas
silenciadas en SISOS!I que en las WT (Tabla R2). Segiun Tester y Davenport (2003), la
velocidad unidireccional de Na" (influjo) en raices suele ser muy alta, pero ello no se
traduce normalmente en una importante acumulacién de Na' (absorcidn neta), ya que
¢ésta, usualmente 10 veces menor que el influjo unidireccional, parece implicar una
velocidad sustancial de eflujo. De hecho, algunas estimaciones indican que entre el 70-
90% del Na" absorbido en el simplasma de la raiz es extruido de nuevo al apoplasto
(Tester y Davenport 2003). Por tanto, cambios pequefios en la velocidad de eflujo de
Na', en la que la accion de SOS1 debe ser crucial, podria tener efectos importantes en el
contenido de Na' de la raiz. En tomate cultivado, la tolerancia a la salinidad esta
asociada con la exclusion de Na' y una velocidad de absorciéon de Na' baja (Cano et al.
1991; Taleisnik y Grunberg 1994; Guerrier 1996).

Basandose en el perfil de expresion de AtSOS! vy la caracterizacion fisiologica de
las plantas mutantes sos! de Arabidopsis, Shi et al. (2002) sugieren que AtSOSI1
controla el transporte de Na™ a larga distancia. Asi, el mutante sos/ de Arabidopsis,
acumulaba menos Na' en la parte aérea que en la de WT, bajo condiciones de estrés

. . .y . +
salino moderado, probablemente debido a una reduccién en la carga activa de Na' en el
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xilema, mientras que lo acumulaba mucho mas bajo un estrés salino severo (100 mM
NaCl). Una limitacion importante de estos estudios es que el tallo tan corto de las
plantas de Arabidopsis no permite una diseccion precisa del contenido relativo de Na"
en el tallo respecto a la hoja, y esta separacion seria critica para evaluar el papel de de
SOS1 en la carga/descarga del xilema, la translocacion de Na’ desde las raices y la

retencion en el tallo.
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Figura D1. Flujos de Na' mediados por SISOSI dentro de la planta. La accién
principal de SISOSI es extruir Na' fuera de la raiz y la distribucion de Na' en los
organos de la planta. La supresion de SISOSI causa una distribucién de Na' con un
gradiente raiz a hoja, junto con una disminucion de la capacidad para acumular Na" en
el tallo. La funcion de los sistemas de transporte SOS1 y HKT deben de estar
coordinados para conseguir la homeostasis de Na* y K.

188



Discusion

Las plantas de tomate silenciadas para SISOS! bajo condiciones salinas acumularon
mas Na' en raices y hojas que las controles tanto bajo un estrés salino moderado como
severo (Figs. R27 y R29). Por el contrario, los tallos de las plantas suprimidas tratadas
con 25 mM de NaCl, acumularon cantidades similares de Na’ que los controles, pero
significativamente menos en tallos de plantas suprimidas sometidas a un estrés severo
(100 mM de NaCl). De hecho, la media de los contenidos de Na" en tallos de las plantas
suprimidas no cambiaron esencialmente, mientras que los de plantas control se doblaron
en 100 mM, respecto al tratamiento de 25 mM de NaCl. El contenido de Na" en tallos de
plantas control fue mayor que en raices y en hojas, particularmente bajo un estrés
moderado. Es decir, las plantas silenciadas han perdido claramente la capacidad para
retener Na' en los tallos, en donde parece haberse establecido un gradiente acropétalo
del cation, raiz a hoja.

Las raices suelen tener una notable capacidad para controlar su propio contenido de
Na' y muchas plantas normalmente regulan la translocacion de Na’ a la parte aérea
(Tester y Davenport 2003). Como la mayoria de las glicofitas, las plantas de tomate
excluyen sales de los tejidos fotosintéticos de la hoja eliminando el Na* desde la raiz, al
tiempo que lo retienen en el tallo (Taleisnik y Grunberg 1994; Guerrier 1996). Por el
contrario, las plantas silenciadas para SISOS! simplemente mostraron un gradiente raiz a
hoja en la distribucion de Na™ junto con una reduccién de la capacidad de acumular Na"
en el tallo bajo un estrés salino severo (Figs. R27, R28 y R29). A 25 mM de NaCl, que
es un tratamiento salino moderado que permite la comparacion bajo condiciones menos
astringentes, particularmente para las plantas L1, los flujos netos de Na" a los drganos
de la planta desde el dia 1 al 5 después de la imposicion del estrés fueron casi 10 y 40
veces mas alto en las raices y hojas de las plantas suprimidas respecto a las WT (Tabla
R3), mientras que la diferencia en tallos fue menor de dos veces.

Una mayor cantidad de Na" en las raices deberia traducirse, en principio, en una
velocidad mas alta de translocacion a través del xilema. Efectivamente, la concentracion
de Na' en el exudado xilematico de raices escindidas de plantas suprimidas fue mayor
que la de las controles (Tabla R4), lo que parece ir en contra de la idea de que SOS1
carga Na' en el xilema (Shi et al. 2002). En el presente trabajo, se sugiere que la
absorcion de Na' por la savia xilematica de las plantas suprimidas se debe a la carga
pasiva del i6n, ya que concentraciones citosolicas elevadas en las células

parenquimaticas de la raiz, junto con una membrana plasmadtica relativamente
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polarizada favoreceria el movimiento de Na' hacia el xilema (Apse y Blumwald 2007).
En otras palabras, se esperarian mayores diferencias en la concentracion de Na™ en la
savia xilematica de plantas suprimidas y controles, considerando la amplia diferencia en
el contenido de Na' de las raices y la mayor acumulacion de Na' en las hojas de las
plantas suprimidas. Por ejemplo, el contenido de Na" en las raices de plantas suprimidas
después de 3 dias en 25 mM de NaCl fue tres veces mayor que en las raices control
(Fig. R29), mientras que el pequefio incremento en la concentracion de Na' en la savia
xilematica estuvo por debajo de la significacion estadistica (Tabla R4). También es
intrigante, que el transporte neto de Na' a la savia xilematica fuera realmente mas bajo
en las plantas suprimidas que en las plantas WT, esencialmente debido a una reduccion
drastica en el flujo de savia (Tabla R4), y aun la deposicién de Na' en las hojas
suprimidas fuera mayor. De nuevo, ello apunta a un papel de SOSI en el eflujo de Na*
desde el parenquima xilematico de las hojas que restringe la descarga de Na™ en las
mismas (Fig. D1), pero no debe descartarse que el flujo de savia, determinado mediante
el uso raices escindidas, no refleje las condiciones de transpiracion naturales de plantas
intactas (Schurr 1998).

Por otra parte, se ha demostrado que las proteinas pertenecientes a la familia HKT
controlan la descarga xilematica de Na" en Arabidopsis, arroz y trigo (Ren et al. 2005;
Davenport et al. 2007, Byrt et al. 2007), controlando, en tltimo término, el transporte de
Na" (a larga distancia) a la hoja. También, se ha demostrado que una actividad
insuficiente de SOS1 afecta la funcion del canal de K™ AKT1 (Qi y Spalding 2004) y la
H'-ATPasa de membrana plasmatica (Shabala et al 2005) en Arabidopsis. Se ha
sugerido la existencia de una asociacion funcional e interrelacionada entre SOSI y
HKTTI;1 (Rus et al. 2004), y que las funciones de transporte de ambos sistemas estan
coordinados para conseguir la homeostasis de Na' (y de K) (Pardo et al. 2006, Fig.
D1). La disfunciéon de uno de ellos puede alterar el transporte a larga distancia y la
adecuada particion de Na', resultando, por consiguiente, en un fenotipo sensible a la sal.
Queda por ver si la reduccion de la actividad de SOS1 en plantas suprimidas
efectivamente afecta la funcion de proteinas HKT en el parenquima xilematico de
tomate. De hecho, recientemente se ha aislado en nuestro laboratorio dos isoformas de
HKT (SIHKTI;1 y SIHKTI;2) de S. lycopersicum cv Moneymaker, cuyas secuencias
aun no han sido liberadas a las bases de datos (J. Li, P. Alvarez de Morales, Z. Eljakawi,
R Olias y A Belver, resultados no publicados). El alincamiento de las dos isoformas de

tomate con otras secuencias conocidas de transportadores de tipo HKT de plantas reveld
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que ambas isoformas pertenecian a la subfamilia 1, tipica de Dicotiledoneas (Platten et
al 2006), con AtHKT1;1 y OSHKT1;5 como proteinas tipo de esta subfamilia. Los datos
obtenidos de los miembros caracterizados de esta subfamilia indican que son
transportadores de Na' de baja afinidad que se localizan en la membrana plasmatica de
las células parenquimaticas que cargan al xilema, donde retiran Na' de la savia
xilematica, previniendo su acumulacion en la parte aérea (Ren et al. 2005, Rus et al
2005, Rodriguez-Navarro y Rubio 2006, Munns y Tester 2008, Huang et al 2008), por
lo que podria inferirse que una o ambas isoformas de SIHKT1 podrian estar implicadas
en la retirada de Na™ del xilema y participar en coordinacién con SISOS1, en el control
del transporte de Na" a larga distancia. Si bien, esta hipotesis de trabajo esta fuera de los
objetivos de esta Tesis Doctoral, serd objeto de estudio en nuestro laboratorio a corto y
medio plazo, para analizar como afecta el silenciamiento de SISOS1 a la expresion y
actividad de estos genes, asi como el efecto del silenciamiento transitorio de SIHKTI, 1
y SIHKTI;2 en plantas silenciadas establemente para SISOSI en el transporte de Na” a
larga distancia.

Se ha observado que las plantas silenciadas para SISOS! son mas sensibles al estrés
salino que las WT. Puesto que el K es un elemento esencial para muchos procesos
metabolicos, era importante establecer como dicho estrés altera la homeostasis de K'. A
este respecto, las plantas silenciadas sufrieron una gran pérdida de K" en raices después
de 5 dias de exposicion a 100 mM de NaCl. Estos resultados son consistentes con los
descritos en plantas de Arabidopsis. Dichos estudios mostraron que la mutacion de
AtSOS1 origind un defecto en la absorciéon de K', que afecto el funcionamiento de raiz
entera, causando una pérdida excesiva de K' (Wu et al. 1996; Zhu et al. 1998; Shabala
et al. 2005). Qi y Spalding (2004) describieron también el dafio por Na' de la

permeabilidad de K™ en raices del mutante sos1.

D.2. SISOS2 y SISOS3

De forma analoga a como ocurria en Arabidopsis y arroz (Quintero et al 2002, Martinez
Atienza et al. 2007), la coexpresion de SOS1 de tomate con el complejo
AtSOS2/AtSOS3 en cepas de levadura hipersensibles a la sal incremento6 fuertemente la
halotolerancia de dichas cepas (Fig. R10). Ello constituye una evidencia de la
conservacion del funcionamiento de la ruta SOS también en tomate, por lo que deben

existir los respectivos homoélogos funcionales de las proteinas SOS2 y SOS3 en tomate.
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SOS2 (CIPK24) pertenece a una subfamilia de serina proteina quinasas (calcineurin-
interacting protein kinase- CIPK), formada por 25 miembros en Arabidopsis y 30 en
arroz, mientras que SOS3 (CBL4) es uno de los 10 miembros que componen la familia
de proteinas sensoras de Ca®" (calcineurin B-like protein- CBL), tanto en Arabidopsis
como en arroz (Kolukisaoglu et al 2004). Por tanto, puede ser esperable la existencia de
un namero similar de isoformas para ambos genes en el genoma tomate. La
comprobacion de que las proteinas codificadas por los genes putativos de tomate,
SISOS2 y SISOS3, aislados en este trabajo constituyen los verdaderos ortdlogos de
AtSOS y funcionan en la misma ruta de respuesta, se llevdo a cabo en base a la
similaridad de la secuencia de dichas proteinas, ensayos de complementacion funcional
en levaduras y complementacion genética de los respectivos mutantes sos de
Arabidopsis.

La secuencia aminoacidica de SISOS2 exhibidé la mayor homologia con la de
AtSOS2, de entre todas las CIPKs de Arabidopsis, (Fig. R6). SISOS2 tiene la estructura
tipica de las proteina kinasas de tipo CIPK, y particularmente la que se ha descrito para
AtSOS2: un dominio catalitico en la region N-terminal, y el motivo FISL o NAF en la
region reguladora del C-terminal, que sirve como un dominio autoinhibitorio necesario
y suficiente para su interaccion con SOS3, de manera que dicha interaccion libera el
dominio autoinhibitorio, permitiendo el acceso de la proteina sustrato, al dominio
quinasa, en este caso SOS1 y por tanto su activacion por fosforilacion (Fig. A11, Guo et
al. 2001, Gong et al 2004, Sanchez-Barrena et al 2005, 2007). Como en AtSOS2,
también contiene un sitio de autofosforilacion en la Ser228, que se ha revelado como
esencial en la tolerancia de Arabidopsis a la salinidad (Fujii y Zhu 2009). Asimismo, se
predice la presencia del dominio PPI o dominio de interaccion con fosfatasas. Asi, se ha
descrito que la fosfatasa ABI2 (Abscisic acid-Insensitive 2) es una proteina que
interacciona con SOS2, de manera que su ligamiento previene el de SOS3 a SOS2 y la
subsiguiente activacion del complejo quinasa (Ohta et al. 2003). El dominio PPI de
SOS2 es bloqueado por SOS3, lo que asegura que las dos actividades opuestas,
fosoforilacion y defosforilacion, no ocurran simultineamente. (Sanchez-Barrena et al
2007).

La secuencia aminoacidica de SISOS3 también mostro, de entre todas las CBLs de
Arabidopsis, la mayor homologia con la de AtSOS3, conteniendo los mismos motivos
esenciales para ejercer su accion sensora de Ca*": dos pares de motivos EF-hands con 4

sitios putativos de ligamiento del Ca®" y sendos motivos de miristoilacién y
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palmitoilacion en su N-terminal, esenciales para el anclaje a la membrana plasmatica
del complejo SOS2/SOS3 (Figs. R9, A12, Ishitani et al. 2000; Quintero et al. 2002). La
descripcion de la estructura cristalina de AtSOS3 por difraccion de Rayos-X (Sanchez-
Barrena et al 2005) y del complejo AtSOS3/AtSOS2 (Sanchez-Barrena et al 2007), ha
permitido postular su mecanismo sensor del Ca*". De acuerdo con ello, la unién de Ca*"
promueve la dimerizacion de SOS3, causando un cambio conformacional que
incrementa su caracter hidrofobico permitiendo su union con el motivo FISL de SOS2.
Ello unido a la miristoilacion (y palmitoilacion) de su extremo N-terminal dirige el
complejo a las inmediaciones de SOS1 en la membrana plasmatica, donde es activada
por fosforilacion (Quintero et al. 2002).

Utilizando la misma cepa de levadura AXT3K que lleva insertada en su genoma
una copia de AtSOSI (Guo et al 2004), hemos podido comprobar que solo la
coexpresion conjunta de SISOS2 y SISOS3 es capaz de incrementar la tolerancia a la sal
de dicha cepa, mientras que no hubo ningtn efecto en ausencia de SISOS3 (Fig. R11),
indicando que el complejo quinasa de tomate es capaz de activar por fosoforilacion a
AtSOS1. De forma similar, la insercion de una copia de SISOS! en el genoma de la cepa
de levadura AXT3K, nos ha permitido la reconstitucion de todo el sistema SISOS (Fig.
R12), de forma andloga a como se ha hecho con el de Arabidopsis (Quintero et al.
2002). La cepa AXT3K con SISOS! insertado soporta concentraciones de NaCl mas
bajas que la misma cepa cuando expresa SISOS1 mediada por un vector plasmidico
(Fig. R10). No obstante, la coexpresion de SISOS2 y SISOS3 de nuevo increment6 la
tolerancia de la primera demostrando que el complejo SISOS2/SISOS3 de tomate es
capaz de activar a SISOS1 en levadura. Todos estos resultados son indicativos de que
los genes que componen el sistema SISOS de tomate son los ortdlogos de AtSOS y
funcionan en la misma ruta de respuesta.

Los genes AtSOS2 y AtSOS3 complementaron funcionalmente las lineas
respectivas mutantes sos (salt-overly sensitive) de Arabidopsis (Liu y Zhu 1998, Shi et
al. 2000, Liu, et al. 2000). De forma similar, se disefiaron experimentos para comprobar
de forma adicional, que los genes SISOS2 y SISOS3 eran capaces, cada uno de ellos, de
complementar funcionalmente los respectivos fenotipos hipersensibles a la sal de estos
mutantes sos de Arabidopsis.

El promotor de SISOS2 posee elementos reguladores en cis implicados en la
regulacion de la expresion especifica de tejido (p.e., endospermo, embrion), luz,

hormonas (giberelinas, ABA, etileno y auxinas) y estreses bioticos y abidticos, algunos
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de ellos ya puestos de manifiesto en relacion a la implicacion de SISOS2 en el
fotocontrol de la germinacion de semillas de tomate (Auge et al. 2009). Todo ello
sugiere la participacion de SISOS2 en una compleja red de sefalizacion en crecimiento
y desarrollo de la planta que abarca desde la germinacion hasta el ultimo estadio del
desarrollo ontogénico. Recientemente, SISOS2 se ha localizado en el cromosoma 12 de
dos poblaciones de lineas recombinantes (RILs -Recombinant Inbred Line-), una
derivada de S. pimpinellifolium, y otra de S. cheesmanii, parece estar asociado a QTLs
relacionados con el desarrollo de la hoja y la floracion (Villalta et al 2008).

Dada la alta homologia de AtCBL1, AtCBLS5, AtCBL9 y AtCBLS8 con SISOS3 y
que también contengan motivos conservados de miristoilacion, asi como el hecho de
que AtCBL1 y AtCBL9 también se localizan en la membrana plasmatica (Xu et al.
2006; Li et al.2006; Cheong et al. 2003), cabria la posibilidad de que el gen de tomate
no fuera el homologo funcional de AtCBL4/AtSOS3.
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1. Se han aislado los genes que codifican a las miembros de la ruta SOS de tomate:
SISOS1, SISOS2 y SISOS3. La reconstitucion del sistema de SISOS en levadura y la
complementacion funcional de SISOS2 y SISOS3 en los respectivos mutantes sos de
Arabidopsis demuestran que cada uno de los genes de tomate son los ortélogos
funcionales de A£SOS.

2. El silenciamiento de la expresiéon del antiportador Na”/H" de membrana plasmatica,
SISOS1, genera un fenotipo hipersensible a la sal en tomate, deficiente en K', y
confirma su papel en el mantenimiento de la homeostasis idnica en tomate, como planta
exclusora de Na' con capacidad para tolerar concentraciones moderadas de sal. El papel
principal de SISOSI es evitar la entrada masiva de Na' por las raices a través de su
actividad extructora de Na" al medio. Asimismo, se ha puesto de manifiesto que la
funcion de SISOS! es fundamental en la distribucion de Na' en los érganos de la planta
y en la capacidad del tallo de retener Na', evitando su entrada masiva a los tejidos

fotosintéticos.
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Tabla Apl. Referencias de PLACE con los elementos reguladores en cis (Cis-
regulatory sequences) identificados en la region promotora, que abarca 1500 pb aguas
arriba del codon de inicio del clon genomico de SISOS?.

Factor o elemento Loc. (Cadena.) Secuencia seifial Referencia
-300ELEMENT site 28 (+) TGHAAARK 5000122
2SSEEDPROTBANAPA site 467 (-) CAAACAC 5000143
AMMORESIVDCRNIAL site 108 (-) CGAACTT S000375
AMMORESIVDCRNIAL site 161 (-) CGAACTT S000375
AMYBOX1 site 1246 (+) TAACARA 5000020
ANAERO1CONSENSUS site 963 (-) AAACAAA 5000477
ARRI1AT site 323 (+) NGATT 5000454
ARRIAT site 827 (+) NGATT 5000454
ARRI1AT site 1395 (+) NGATT 5000454
ARRIAT site 889 (+) NGATT 5000454
ARRI1AT site 1299 (+) NGATT 5000454
ARRI1AT site 50 (+) NGATT 5000454
ARRI1AT site 73 (+) NGATT 5000454
ARRI1AT site 126 (+) NGATT 5000454
ARRI1AT site 179 (+) NGATT 5000454
ARRI1AT site 714 (+) NGATT 5000454
ARRI1AT site 738 (+) NGATT 5000454
ARRI1AT site 1234 (+) NGATT 5000454
ARRI1AT site 1402 (+) NGATT 5000454
ARRI1AT site 1417 (+) NGATT 5000454
ARRI1AT site 33 (=) NGATT 5000454
ARRI1AT site 221 (=) NGATT 5000454
ARRI1AT site 490 (-) NGATT 5000454
ARRI1AT site 583 (=) NGATT 5000454
ARRIAT site 595 (-) NGATT 5000454
ARRI1AT site 644 (-) NGATT 5000454
ARRI1AT site 726 (-) NGATT 5000454
ARRI1AT site 819 (-) NGATT 5000454
ARRI1AT site 980 (=) NGATT 5000454
ARRI1AT site 1020 (=) NGATT 5000454
ARRI1AT site 1159 (=) NGATT 5000454
ASF1IMOTIFCAMV site 976 (-) TGACG 5000024
BIHD10OS site 524 (+) TGTCA 5000498
BIHD10S site 564 (+) TGTCA 5000498
BIHD10OS site 388 (-) TGTCA 5000498
BIHD10S site 1426 (-) TGTCA 5000498
CAATBOX1 site 346 (+) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 354 (+) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 482 (+) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 489 (+) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 586 (+) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 762 (+) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 798 (+) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 843 (+) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 951 (+) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 979 (+) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 1088 (+) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 1158 (+) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 1221 (+) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 1422 (+) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 26 (-) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 43 (=) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 52 (=) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 96 (-) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 102 (-) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 149 (-) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 155 (-) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 202 (=) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 229 (-) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 259 (=) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 661 (=) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 736 (-) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 1090 (=) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 1097 (=) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 1204 (-) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 1323 (=) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 1413 (-) CAAT 5000028
CAATBOX1 site 1424 (=) CAAT 5000028
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CACTFTPPCAL site 924 (+) YACT 5000449
CACTFTPPCAL site 941 (+) YACT 5000449
CACTFTPPCAL site 1241 (+) YACT 5000449
CACTFTPPCAL site 1399 (+) YACT 5000449
CACTFTPPCAL site 276 (-) YACT 5000449
CACTFTPPCAL site 358 (-) YACT 5000449
CACTFTPPCAL site 466 (-) YACT 5000449
CACTFTPPCAL site 540 (-) YACT 5000449
CACTFTPPCAL site 624 (-) YACT 5000449
CACTFTPPCAL site 1168 (-) YACT 5000449
CACTFTPPCAL site 1309 (-) YACT 5000449
CACTFTPPCAL site 1337 (-) YACT 5000449
CACTFTPPCAL site 1488 (-) YACT 5000449
CACTFTPPCAL site 1495 (-) YACT 5000449
CANBNNAPA site 467 (-) CNAACAC 5000148
CAREOSREP1 site 684 (+) CAACTC 5000421
CAREOSREP1 site 901 (+) CAACTC 5000421
CAREOSREP1 site 1107 (-) CAACTC 5000421
CAREOSREP1 site 1385 (-) CAACTC 5000421
CARGCW8GAT site 957 (+) CWWWWWWWWG 5000431
CARGCW8GAT site 957 (=) CWWWWWWWWG 5000431
CATATGGMSAUR site 1162 (+) CATATG 5000370
CATATGGMSAUR site 1162 (-) CATATG 5000370
CBFHV site 55 (-) RYCGAC 5000497
CCAIATLHCB1 site 30 (+) AAMAATCT 5000149
CCA1ATLHCB1 site 723 (+) AAMAATCT 5000149
CCALIATLHCB1 site 323 (-) AAMAATCT 5000149
CCAATBOX1 site 345 (+) CCAAT 5000030
CCAATBOX1 site 761 (+) CCAAT 5000030
CCAATBOX1 site 797 (+) CCAAT 5000030
CCAATBOX1 site 102 (-) CCAAT 5000030
CCAATBOX1 site 155 (=) CCAAT 5000030
CCAATBOX1 site 229 (-) CCAAT 5000030
CCAATBOX1 site 259 (-) CCAAT 5000030
CCAATBOX1 site 661 (-) CCAAT 5000030
CEREGLUBOX1PSLEGA site 1242 (-) TGTTAAAGT 5000032
CIACADIANLELHC site 817 (+) CAANNNNATC 5000252
CIACADIANLELHC site 211 (-) CAANNNNATC 5000252
CIACADIANLELHC site 1376 (-) CAANNNNATC 5000252
CIACADIANLELHC site 1418 (-) CAANNNNATC 5000252
CPBCSPOR site 249 (-) TATTAG 5000491
DOFCOREZM site 12 (+) AAAG 5000265
DOFCOREZM site 396 (+) AAAG 5000265
DOFCOREZM site 632 (+) AAAG 5000265
DOFCOREZM site 1272 (+) AAAG 5000265
DOFCOREZM site 1277 (+) AAAG 5000265
DOFCOREZM site 1307 (+) AAAG 5000265
DOFCOREZM site 1335 (+) AAAG 5000265
DOFCOREZM site 474 (-) AAAG 5000265
DOFCOREZM site 530 (-) AAAG 5000265
DOFCOREZM site 770 (-) ARAAG 5000265
DOFCOREZM site 916 (-) AAAG 5000265
DOFCOREZM site 1011 (-) AAAG 5000265
DOFCOREZM site 1026 (-) AAAG 5000265
DOFCOREZM site 1034 (-) AAAG 5000265
DOFCOREZM site 1243 (-) AAAG 5000265
DOFCOREZM site 1288 (-) AAAG 5000265
DOFCOREZM site 1460 (-) AAAG 5000265
DOFCOREZM site 1465 (-) AAAG 5000265
DRE2COREZMRAB17 site 55 (-) ACCGAC 5000402
DRECRTCOREAT site 55 (-) RCCGAC 5000418
E2FCONSENSUS site 846 (+) WITSSCSS 5000476
EBOXBNNAPA site 384 (+) CANNTG 5000144
EBOXBNNAPA site 611 (+) CANNTG 5000144
EBOXBNNAPA site 1088 (+) CANNTG 5000144
EBOXBNNAPA site 1162 (+) CANNTG 5000144
EBOXBNNAPA site 1362 (+) CANNTG 5000144
EBOXBNNAPA site 1422 (+) CANNTG 5000144
EBOXBNNAPA site 384 (-) CANNTG 5000144
EBOXBNNAPA site 611 (-) CANNTG 5000144
EBOXBNNAPA site 1088 (-) CANNTG 5000144
EBOXBNNAPA site 1162 (-) CANNTG 5000144
EBOXBNNAPA site 1362 (-) CANNTG 5000144
EBOXBNNAPA site 1422 (-) CANNTG 5000144
EECCRCAH1 site 868 (+) GANTTNC 5000494
EECCRCAH1 site 683 (-) GANTTNC 5000494
EECCRCAH1 site 900 (=) GANTTNC 5000494
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EECCRCAHL site 1017 (=) GANTTNC 5000494
GARE1OSREP1 site 1246 (+) TAACAGA S000419
GATABOX site 211 (+) GATA 5000039
GATABOX site 240 (+) GATA S000039
GATABOX site 599 (+) GATA 5000039
GATABOX site 616 (+) GATA S000039
GATABOX site 648 (+) GATA 5000039
GATABOX site 674 (+) GATA 5000039
GATABOX site 678 (+) GATA 5000039
GATABOX site 731 (+) GATA 5000039
GATABOX site 1078 (+) GATA 5000039
GATABOX site 1181 (+) GATA S000039
GATABOX site 236 (-) GATA 5000039
GATABOX site 381 (-) GATA 5000039
GATABOX site 438 (-) GATA 5000039
GATABOX site 455 (-) GATA 5000039
GATABOX site 494 (-) GATA S000039
GATABOX site 626 (-) GATA 5000039
GATABOX site 1210 (-) GATA S000039
GT1CONSENSUS site 15 (+) GRWAAW 5000198
GT1CONSENSUS site 29 (+) GRWAAW S000198
GT1CONSENSUS site 240 (+) GRWAAW 5000198
GT1CONSENSUS site 648 (+) GRWAAW S000198
GT1CONSENSUS site 731 (+) GRWAAW 5000198
GT1CONSENSUS site 1017 (+) GRWAAW 5000198
GT1CONSENSUS site 1093 (+) GRWAAW 5000198
GT1CONSENSUS site 1117 (+) GRWAAW S000198
GT1CONSENSUS site 1200 (+) GRWAAW 5000198
GT1CONSENSUS site 1481 (+) GRWAAW 5000198
GT1CONSENSUS site 845 (-) GRWAAW 5000198
GT1CONSENSUS site 878 (-) GRWAAW 5000198
GT1CONSENSUS site 1052 (-) GRWAAW 5000198
GT1CONSENSUS site 1124 (-) GRWAAW 5000198
GT1CONSENSUS site 1357 (-) GRWAAW S000198
GT1CONSENSUS site 234 (-) GRWAAW 5000198
GT1CONSENSUS site 285 (-) GRWAAW 5000198
GT1CONSENSUS site 327 (-) GRWAAW 5000198
GT1CONSENSUS site 532 (-) GRWAAW 5000198
GT1CONSENSUS site 556 (-) GRWAAW 5000198
GT1CONSENSUS site 804 (-) GRWAAW 5000198
GT1CONSENSUS site 911 (-) GRWAAW 5000198
GT1CONSENSUS site 967 (-) GRWAAW 5000198
GT1CONSENSUS site 1035 (-) GRWAAW 5000198
GT1CONSENSUS site 1053 (-) GRWAAW S000198
GT1CORE site 749 (+) GGTTAA 5000125
GT1CORE site 312 (-) GGTTAA 5000125
GT1CORE site 341 (-) GGTTAA 5000125
GT1CORE site 757 (-) GGTTAA 5000125
GT1GMSCAM4 site 29 (+) GAAAAA 5000453
GT1GMSCAM4 site 285 (-) GAAAAA 5000453
GT1GMSCAM4 site 327 (-) GAAAAA 5000453
GT1GMSCAM4 site 532 (-) GAAAAA 5000453
GT1GMSCAM4 site 556 (-) GAAAAA 5000453
GT1GMSCAM4 site 911 (-) GAAAAA 5000453
GT1GMSCAM4 site 967 (-) GAAAAA 5000453
GT1GMSCAM4 site 1035 (-) GAAAAA 5000453
GTGANTG10 site 61 (+) GTGA S000378
GTGANTG10 site 114 (+) GTGA 5000378
GTGANTG10 site 167 (+) GTGA S000378
GTGANTG10 site 1198 (+) GTGA 5000378
GTGANTG10 site 1416 (+) GTGA S000378
GTGANTG10 site 1471 (+) GTGA 5000378
GTGANTG10 site 1496 (+) GTGA S000378
GTGANTG10 site 526 (-) GTGA 5000378
GTGANTG10 site 1361 (-) GTGA S000378
IBOX site 211 (+) GATAAG 5000124
IBOX site 616 (+) GATAAG 5000124
IBOX site 1181 (+) GATAAG 5000124
IBOXCORE site 211 (+) GATAA 5000199
IBOXCORE site 240 (+) GATAA 5000199
IBOXCORE site 599 (+) GATAA 5000199
IBOXCORE site 616 (+) GATAA S000199
IBOXCORE site 648 (+) GATAA 5000199
IBOXCORE site 731 (+) GATAA S000199
IBOXCORE site 1181 (+) GATAA 5000199
IBOXCORE site 235 (-) GATAA S000199
IBOXCORE site 454 (-) GATAA 5000199
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INRNTPSADB site 841 (+) YTCANTYY 5000395
INRNTPSADB site 949 (+) YTCANTYY 5000395
INRNTPSADB site 1219 (+) YTCANTYY 5000395
INRNTPSADB site 94 (-) YTCANTYY 5000395
INRNTPSADB site 147 (-) YTCANTYY 5000395
INRNTPSADB site 200 (-) YTCANTYY 5000395
INRNTPSADB site 1321 (-) YTCANTYY 5000395
INRNTPSADB site 1482 (-) YTCANTYY 5000395
LBOXLERBCS site 754 (+) AAATTAACCAA 5000126
LECPLEACS2 site 800 (-) TAAAATAT 5000465
LTRE1HVBLT49 site 558 (-) CCGAAA 5000250
LTREATLTI78 site 54 (-) ACCGACA 5000157
LTRECOREATCORL15 site 55 (-) CCGAC 5000153
MARTBOX site 425 (+) TTWIWTTWTT 5000067
MARTBOX site 1258 (+) TTWTWTTWTT 5000067
MYB1AT site 342 (+) WAACCA 5000408
MYBI1AT site 758 (+) WAACCA 5000408
MYB1AT site 231 (-) WAACCA 5000408
MYBIAT site 261 (-) WAACCA 5000408
MYB1AT site 281 (-) WAACCA 5000408
MYB2AT site 574 (+) TAACTG S000177
MYB2AT site 451 (-) TAACTG 5000177
MYB2CONSENSUSAT site 611 (+) YAACKG 5000409
MYB2CONSENSUSAT site 574 (+) YAACKG 5000409
MYB2CONSENSUSAT site 451 (-) YAACKG 5000409
MYB2CONSENSUSAT site 835 (-) YAACKG 5000409
MYBCORE site 451 (+) CNGTTR 5000176
MYBCORE site 459 (+) CNGTTR 5000176
MYBCORE site 577 (+) CNGTTR 5000176
MYBCORE site 748 (+) CNGTTR 5000176
MYBCORE site 835 (+) CNGTTR 5000176
MYBCORE site 611 (-) CNGTTR 5000176
MYBCORE site 313 (-) CNGTTR 5000176
MYBCORE site 574 (-) CNGTTR 5000176
MYBCORE site 1246 (-) CNGTTR 5000176
MYBCOREATCYCB1 site 1328 (+) AACGG 5000502
MYBCOREATCYCB1 site 316 (-) AACGG 5000502
MYBCOREATCYCB1 site 835 (-) AACGG 5000502
MYBCOREATCYCB1 site 1057 (-) AACGG 5000502
MYBST1 site 1077 (+) GGATA 5000180
MYBST1 site 455 (-) GGATA 5000180
MYBST1 site 1210 (-) GGATA 5000180
MYCATERD1 site 1362 (-) CATGTG 5000413
MYCATRD22 site 1362 (+) CACATG 5000174
MYCCONSENSUSAT site 384 (+) CANNTG 5000407
MYCCONSENSUSAT site 611 (+) CANNTG 5000407
MYCCONSENSUSAT site 1088 (+) CANNTG 5000407
MYCCONSENSUSAT site 1162 (+) CANNTG 5000407
MYCCONSENSUSAT site 1362 (+) CANNTG 5000407
MYCCONSENSUSAT site 1422 (+) CANNTG 5000407
MYCCONSENSUSAT site 384 (-) CANNTG 5000407
MYCCONSENSUSAT site 611 (-) CANNTG 5000407
MYCCONSENSUSAT site 1088 (-) CANNTG 5000407
MYCCONSENSUSAT site 1162 (-) CANNTG 5000407
MYCCONSENSUSAT site 1362 (-) CANNTG 5000407
MYCCONSENSUSAT site 1422 (-) CANNTG 5000407
NODCON2GM site 1278 (-) CTCTT 5000462
NTBBF1ARROLB site 1242 (+) ACTTTA 5000273
NTBBF1ARROLB site 395 (-) ACTTTA 5000273
OSE2ROOTNODULE site 1278 (-) CTCTT 5000468
P1BS site 1173 (+) GNATATNC 5000459
P1BS site 1207 (+) GNATATNC 5000459
P1BS site 1173 (-) GNATATNC 5000459
P1BS site 1207 (=) GNATATNC 5000459
POLASIG1 site 699 (+) AATAAA 5000080
POLASIGL site 23 (-) AATAAA 5000080
POLASIG1 site 426 (-) AATAAA 5000080
POLASIGL site 771 (-) AATAAA 5000080
POLASIG1 site 932 (-) AATAAA 5000080
POLASIGL site 1224 (-) AATAAA 5000080
POLASIG1 site 1341 (-) AATAAA 5000080
POLASIGL site 1410 (-) AATAAA 5000080
POLASIG2 site 90 (+) AATTAAA 5000081
POLASIG2 site 143 (+) AATTAAA 5000081
POLASIG2 site 196 (+) AATTAAA 5000081
POLASIG2 site 412 (-) AATTAAA 5000081
POLASIG2 site 1061 (-) AATTAAA 5000081
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POLASIG3 site 367 (+) AATAAT 5000088
POLASIG3 site 550 (+) AATAAT 5000088
POLASIG3 site 1253 (+) AATAAT 5000088
POLASIG3 site 935 (-) AATAAT 5000088
POLLEN1LELAT52 site 14 (+) AGAAA 5000245
POLLEN1LELATS52 site 1250 (+) AGAAA 5000245
POLLEN1LELAT52 site 1333 (+) AGAAA 5000245
POLLEN1LELATS52 site 287 (-) AGAAA 5000245
POLLEN1LELAT52 site 329 (-) AGAAA 5000245
POLLEN1LELATS52 site 534 (-) AGAAA 5000245
POLLEN1LELAT52 site 830 (-) AGAAA 5000245
POLLEN1LELATS52 site 871 (-) AGAAA 5000245
POLLEN1LELAT52 site 913 (-) AGAAA 5000245
POLLEN1LELATS52 site 917 (-) AGAAA 5000245
POLLEN1LELAT52 site 969 (-) AGAAA 5000245
POLLEN1LELATS52 site 1037 (-) AGAAA 5000245
POLLEN1LELAT52 site 1066 (-) AGAAA 5000245
POLLEN1LELAT52 site 1126 (-) AGAAA 5000245
POLLEN1LELATS52 site 1152 (-) AGAAA 5000245
PREATPRODH site 336 (-) ACTCAT 5000450
PREATPRODH site 1165 (-) ACTCAT 5000450
PREATPRODH site 1485 (-) ACTCAT 5000450
PRECONSCRHSP70A site 672 (+) SCGAYNRNNNNNNNNNNNNNNNHD 5000506
PRECONSCRHSP70A site 1179 (+) SCGAYNRNNNNNNNNNNNNNNNHD 5000506
PRECONSCRHSP70A site 36 (-) SCGAYNRNNNNNNNNNNNNNNNHD 5000506
PRECONSCRHSP70A site 962 (-) SCGAYNRNNNNNNNNNNNNNNNHD 5000506
PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A site 529 (+) CCTTTT 5000259
PYRIMIDINEBOXOSRAMY1A site 1271 (-) CCTTTT 5000259
RAVIAAT site 608 (+) CAACA 5000314
RAV1AAT site 70 (=) CAACA 5000314
RAVIAAT site 80 (-) CAACA 5000314
RAV1AAT site 123 (-) CAACA 5000314
RAV1AAT site 133 (-) CAACA 5000314
RAV1AAT site 176 (-) CAACA 5000314
RAV1AAT site 186 (-) CAACA 5000314
REALPHALGLHCB21 site 343 (+) AACCAA 5000362
REALPHALGLHCB21 site 759 (+) AACCAA 5000362
REALPHALGLHCB21 site 230 (-) AACCAA 5000362
REALPHALGLHCB21 site 260 (-) AACCAA 5000362
RHERPATEXPA7 site 112 (-) KCACGW S000512
RHERPATEXPA7 site 165 (-) KCACGW 5000512
ROOTMOTIFTAPOX1 site 374 (+) ATATT 5000098
ROOTMOTIFTAPOX1 site 544 (+) ATATT 5000098
ROOTMOTIFTAPOX1 site 570 (+) ATATT S000098
ROOTMOTIFTAPOX1 site 800 (+) ATATT 5000098
ROOTMOTIFTAPOX1 site 1122 (+) ATATT S000098
ROOTMOTIFTAPOX1 site 483 (-) ATATT 5000098
ROOTMOTIFTAPOX1 site 543 (-) ATATT 5000098
ROOTMOTIFTAPOX1 site 569 (-) ATATT 5000098
ROOTMOTIFTAPOX1 site 799 (-) ATATT 5000098
ROOTMOTIFTAPOX1 site 1121 (-) ATATT 5000098
RYREPEATBNNAPA site 506 (-) CATGCA 5000264
RYREPEATLEGUMINBOX site 505 (-) CATGCAY S000100
S1FBOXSORPS1L21 site 1115 (+) ATGGTA 5000223
SEBFCONSSTPR10A site 523 (+) YTGTCWC S000391
SEFIMOTIF site 374 (+) ATATTTAWW 5000006
SEF4MOTIFGM7S site 423 (+) RTTTTTR S000103
SEF4MOTIFGM7S site 429 (+) RTITTTTR 5000103
SEF4MOTIFGM7S site 740 (+) RTTTTTR S000103
SEF4MOTIFGM7S site 1236 (+) RTTTTTR 5000103
SEF4MOTIFGM7S site 1186 (+) RTTTTTR S000103
SEF4MOTIFGM7S site 1432 (+) RTTTTTR 5000103
SORLIPIAT site 778 (+) GCCAC 5000482
SORLREP3AT site 1079 (-) TGTATATAT 5000488
SP8BFIBSP8BIB site 355 (-) TACTATT 5000184
SREATMSD site 454 (+) TTATCC 5000470
TAAAGSTKST1 site 11 (+) TAAAG 5000387
TAAAGSTKST1 site 395 (+) TAAAG 5000387
TAAAGSTKST1 site 631 (+) TAAAG 5000387
TAAAGSTKST1 site 770 (-) TAAAG 5000387
TAAAGSTKST1 site 1243 (-) TAAAG 5000387
TATABOX2 site 640 (+) TATAAAT S000109
TATABOX2 site 376 (-) TATAAAT 5000109
TATABOX4 site 638 (+) TATATAA S000111
TATABOX4 site 637 (-) TATATAA 5000111
TATABOXS5 site 427 (+) TTATTT 5000203
TATABOX5 site 936 (+) TTATTT 5000203
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TATABOXS5 site 1225 (+) TTATTT 5000203
TATABOX5 site 366 (-) TTATTT 5000203
TATABOXS5 site 549 (-) TTATTT 5000203
TATABOXS5 site 698 (-) TTATTT 5000203
TATABOXS5 site 1252 (-) TTATTT 5000203
TATABOXOSPAL site 547 (-) TATTTAA 5000400
TATAPVTRNALEU site 638 (-) TTTATATA 5000340
TATCCAOSAMY site 1076 (-) TATCCA 5000403
TBOXATGAPB site 1010 (+) ACTTTG 5000383
TRANSINITDICOTS site 907 (-) AMNAUGGC 5000201
TRANSINITMONOCOTS site 907 (-) RMNAUGGC 5000202
WBOXATNPR1 site 387 (+) TTGAC 5000390
WBOXATNPR1 site 1425 (+) TTGAC 5000390
WBOXATNPR1 site 565 (-) TTGAC 5000390
WBOXATNPR1 site 977 (-) TTGAC 5000390
WBOXNTERF3 site 298 (-) TGACY 5000457
WRKY7108S site 388 (+) TGAC 5000447
WRKY7108S site 1426 (+) TGAC 5000447
WRKY7108S site 299 (-) TGAC 5000447
WRKY7108S site 525 (-) TGAC 5000447
WRKY7108S site 565 (-) TGAC 5000447
WRKY7108S site 977 (=) TGAC 5000447
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ABA
ACMA
Amp
APD
ARNm
ATP
BSA
BTP
ADNCc
dCTP
DEPC
DMSO
DNA(ADN)
dANTP
DO
dsRNA
DTT
EDTA
EGTA
EST

F

FO

F1

F2

F3
FAO

g

GM
hpRNA
Kan

kb
KDa

L

LB

M
MAE
MES
MS
MOPS
Oligo-dT

Acido Abcisico
9-amino-6-chloro-2-methoxyacridina
Ampicilina

Medio Arginina-Fosfato con glucosa para el cultivo de evaduras

ARN mensajero

Adenosina trifosfato

Albumina de suero bovina

Tampon Bis-Tris Propano

Acido desoxirribonucleico complementario
Deoxicitidina trifosfato

Dietil pirocarbonato

Dimethyl sulfoxido

Acido desoxirribonucleico
Deoxinucleosidos trifosfato (JATP+dCTP+dGTP+dTTP)
Densidad optica

ARN doble cadena

Ditiotreitol

Acido etilen-diamino tetracetico
Ethylene-bis (oxyethylenenitrilo) tetraacetic acid
Expressed sequence tag

Fluorescencia

lineas transgénicas primarias

Primera generacion transgénica

Segunda generacion transgénica

Tercera generacion transgénica

Food and Agriculture Organization
Gramo(s)

Medio de germinacion

hairpin RNA

Kanamicina

Kilobases

Kilodalton

Litro

Medio Luria-Bertani para el cultivo de bacterias
Molar

MOPS-acetato-EDTA

Acido2-(N morfolino) etanosulfonico
Medio Murashige-Skoog para el cultivo de plantas
Acido 3-(N-morfolino) propano sulfato
Oligonucleotido de politiminas

Marco abierto de lectura

Fosforo Radioactivo

Pares de bases

Medio de precultivo

Reaccion en cadena de la polimerasa
Polietilenglicol

Peso fresco
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PMSF
p/p
Pre-ARN
p/v

PSE
RACE
RISC
RM-K
RNA(ARN)
RNasa
rpm
RT-PCR
SDS
SIM-K
SIM-NS
siRNA
TAE
TBE
T-DNA
TE

Tm

Tris
VIGS
WM
YNB

Fluoruro de fenilmetilsulfonio

relacion peso/peso

ARN precursor

Relacion peso/volumen

Solucion prehibridacion

rapid amplification of cDNA ends

RNA-induced silencing complex

Medio de induccion de raices

Acido ribonucleico

Ribonucleasa

Revoluciones por minuto

PCR de transcripcion reversa

N-dodecil sulfato sodico

Medio de induccion de tallo selectivo

Medio de induccion de tallo no selectivo

Small interference RNAs

Tampon Tris —Acético-EDTA para electroforesis de ADN
Tampon Tris —Borico-EDTA para electroforesis de ADN
ADN de transferencia

Tampon Tris-EDTA

Temperatura de fusion del oligonucledtido

Tampo6n Tris-(hidroximetil)-aminoetano
silenciamiento génico inducido por virus

Solucion de lavado

Medio Yeast-Nirogen-Base para el cultivo de levaduras
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