UNIVERSIDAD DE GRANADA

ESTACION EXPERIMENTAL DEL ZAIDIN, CSIC,
GRANADA

Departamento de Bioquimica, Biologia Celular y Molecular
de Plantas

TESIS DOCTORAL

Sobreexpresion en tomate de transportadores de Na' y K’y
sus proteinas reguladoras: papel en la homeostasis ionica

RAUL HUERTAS RUZ

Granada, 2011

Y d



Editor: Editorial de la Universidad de Granada
Autor: Raul Huertas Ruz

D.L.: GR 2436-2011

ISBN: 978-84-694-2917-4






UNIVERSIDAD DE GRANADA

ESTACION EXPERIMENTAL DEL ZAIDIN, CSIC, GRANADA

Departamento de Bioquimica, Biologia Celular y Molecular de
Plantas

Sobreexpresién en tomate de transportadores de Na' y K’y
sus proteinas reguladoras: papel en la homeostasis ionica

Memoria de Tesis Doctoral presentada por el licenciado en Ciencias
Bioquimicas, Raul Huertas Ruz, para aspirar al Grado de Doctor

Fdo. Raul Huertas Ruz

VoBo Directores de la Tesis

Fdo. M*® Pilar Rodriguez Rosales Fdo. Andrés Belver Cano
Doctora en Ciencias Biologicas Doctor en Ciencias Biologicas
Cientifico Titular del CSIC Cientifico Titular del CSIC

Fdo. Cornelis M. Venema
Doctor en Ciencias Bioldgicas
Cientifico Titular del CSIC

GRANADA, 2011






El trabajo que se presenta en esta memoria de Tesis Doctoral se ha
llevado a cabo en el Departamento de Bioquimica, Biologia Celular y
Molecular de Plantas de la Estacion Experimental del Zaidin, del
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) de Granada, en
el seno del grupo de investigacion Bioquimica y Biologia Molecular del

Estrés Abiodtico en Plantas.

Este trabajo ha sido financiado por la Junta de Andalucia,
Incentivos a Proyectos de Excelencia (AGR-436) ‘“Aproximacion
biotecnologica para la mejora del cultivo del tomate en la eficiencia del

uso del agua y del potasio en situaciones de salinidad: papel de los

transportadores 16nicos”






Durante la escritura de esta tesis han sido muchos los recuerdos de anécdotas,
agradables algunas y otros quizds algo menos, y por supuesto nombres de personas,
algunas relacionadas directamente con el trabajo, y otras no tan directamente, pero
que a su manera han tenido que ver con la realizacion del mismo. Imposible citarlos a
todos y en la medida que se merecen. Por este motivo me limitaré a citar brevemente
a aquellas personas que mas directamente han influido en la realizacion de esta Tesis

Doctoral.

En primer lugar mis directores, Pilar Rodriguez, Andres Belvel y Kees
Venema. A Pilar por darme la oportunidad de reintroducirme en el mundo de la
investigacion. A Kees por estar siempre disponible y por todos sus sabios consejos. A

Andpres por su labor cientifica, por su apoyo incondicional y por su amistad.

También quiero expresar mi agradecimiento a Raquel Olias, siempre
dispuesta a echar una mano y a aportar buenas ideas. A Olivier Cagnac, porque
siempre tiene tiempo para ayudarte, por sus bromas y por las buenos afios nuevos
que hemos celebrado juntos. A Isabel, por los buenos consejos, por el trabajo que
realiza para todos y por esas grandes tertulias a las 7:30 de la marniana. Al resto de los
componentes de mi grupo, Zakia, Kifah, Mourad y especialmente a Nieves y Fran,
porque sois mds que comparieros y porque el trabajo rodeada de gente como vosotros

es mucho mds agradable. Gracias chic@s.

Existen otras personas que han influido sustancialmente a que esta tesis se

realizara. Por eso agradezco a Juan de Dios Barajas y Ana Sanchez a ayudarme a



entrar en la Estacion, por su amistad como compaiieros de trabajo, de piso, fiestas y
colacaos, y un largo etc que los convierte en mi familia. A Juan de Dios Alche, por
ayudarme siempre y por esa pluma con la que voy a firmar esta Tesis Doctoral. A

Jose Carlos Jimenez por su ayuda en mis inicios cientificos y su gran amistad.

No pueden faltar en estas lineas a toda la gente con las que he compartido las
comidas, desayunos, tapas, partidos de futbito y un largo etcétera, por tantos buenos

momentos que hemos pasado junt@s, dentro y fuera de esta nuestra Estacion.
A mis padres, que me han permitido llegar hasta donde estoy y que ne animan

siempre a mejorar. Al resto de mi familia de Lopera, por apoyarme siempre. A mi

abuela Luisa, que aunque ya no esta con nosotros, siempre la recordaré.

A Quina y Beatriz, por enseiiarme que lo mas importante esta fuera del

trabajo.

A tod@s y cada un@ de vosotr@s GRACIAS



A Quina y Beatriz






“Si se define la inteligencia como la capacidad de resolver problemas, las plantas
tienen mucho que enesefiarnos.
Stefano Mancuso

“Las ciencias tienen las raices amargas, pero muy dulces los frutos”.
Aristoteles (384 a.C.- 322 a.C.)






INDICE






INDICE

I INTRODUCCION Y OBJETIVOS....curveumerersesssssssesssessessssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssesas 9
I ANTECEDENTES CIENTIFICOS .....courveurerssesssessssssesssssssesssssssssssssssesssessssssssssssssssesssssssssssees 13
A1. PROBLEMATICA DE LA SALINIDAD EN LA AGRICULTURA. ...overrerresseesssesasessseses 15
A2. TOLERANCIA DE LAS PLANTAS A LA SALINIDAD. ...cosismmmsmmnssmsssssssssssssssssssssssssssenss 18
A3. EFECTOS DE LA SALINIDAD SOBRE LAS PLANTAS. ...cccommsmmsmsssmsssssssssssssssssssssssnns 20
A4. MECANISMOS DE TOLERANCIA A LA SALINIDAD. ....cocuimmsmsmmmsmssssmssssssssssssssssssssssenns 25
A4.1 MANTENIMIENTO DEL EQUILIBRIO OSMOTICO...cuuireesssessssssssssssssmsssssssssssssnssssssssssssssssssssssanses 25
A4.2 MANTENIMIENTO DE LA HOMEOSTASIS IONICA. cuceevtvetesteereessessssssssssssssssssssssssessessessssssssssssasses 28
A5. TRANSPORTADORES IMPLICADOS EN LA HOMEOSTASIS DE NA+* Y K+. ccoceeiuae 32
AS5.1. ENTRADA DE NA* Y K¥ oot ss st seesssssessssssssssss s sasssnns 33
A5.2. EXTRUSION O COMPARTIMENTACION ACTIVA DE NA*...ooueeeeemeersmeesseessseessesssesssessseesssseseees 40
A5.2.1. EfIUJO A NQ*oooeeoreerierisevsserisserisserisssssssesssesissssissssssssssssessssessssssassssssssessssssansssasssssssssans 41
A5.2.2. Compartimentacion vacuolar de Na* Y K. ...cconeronserissrsssensssesssesssssssssssans 43
A5.3. TRANSPORTE DE NA*A LARGA DISTANCIA..cccstreurereureresesesssresssssssessssssssssssssssssssssssssssasssssssases 44
A6. TRANSPORTADORES NHX. ..cooiismsussmssssnssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 49
A6.1. FUNCION DE LOS ANTIPORTADORES NHX. ..oiurerrrerretictneessesssssns st sesssssssassassasses 53
A6.1.1. Tolerancia @ 1@ SALNIAAQ. ........ceeereeersrenserseirssrssscssisssesssssisssssssssesssssssssssssssesssssssssassssssess 53
A6.1.2. HOMEOSLASIS AE K*...ovrvversressressiesserssssisssissesssesssssssssassssssesssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssess 57
A6.1.3. Requlacion del pH CEIUIAT . ..rerreieeseersecrseersserissserssscrssesissesissssssssesssessssesasssssssssans 59
A7.RUTA SOS: DESCRIPCION DE SUS COMPONENTES.........coctmmesmersessessesssessssssssessseses 60
AT L SOS Tt st RS 62
AT .2, SOS2. et s R R R 67
AT.3.S0S3 e R R R 70
A8. TRANSPORTADORES NHAD.....ccommimnmsmnsmsmssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 72
A9. EL TOMATE COMO PLANTA MODELO EN LOS ESTUDIOS DE SALINIDAD.......... 74
A10. ESTRATEGIAS GENETICAS PARA LA MEJORA DE LA TOLERANCIA A LA
SALINIDAD. ...tiuiiiissssssssssssssassssssssasssssssssssssssssssassssssssassssssssnsasssss sasss st sessssssssssasassssssnsassssssssassnsess 77
III. MATERIAL Y METODOS......ooousetuesssessesssesssssssssssssssssesssssssssssssssesssessssssssssssssssssssssssssssess 89
M1. MATERIAL BIOLOGICO. .....curerueesnessesssesssssssssssssssssssessssssssssssssssesssessssssssssssssssesssssssssssees 91
M 1.1, BACTERIAS. ceorveuuetrnesssesssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssassssssssssssssssesssssssssssssssssassssssssnsssssssnssanes 91
M1.1.1. CPAS ULHIZAAAS. ...cvvereereerireerirserisssersserissesissesisssssssessssesassssassssssssessssessssessssssssssssssssssnsesanses 91
M1.1.2. CUILIVO DACLETIANO. coovererrrrersrirseessissessssisssissesssssssssasssassssssssssssssssassssssesssssssssassssssesssssssssasssens 91
M1.1.3. Obtencidn de células competentes de Agrobacterium tumefaciens. ................. 92
M1.1.4. Transformacion de Agrobacterium tUMEfUCIENS. .......cocccvwermreroneernsersmsresmsersserinses 93
M 1.2, MATERIAL VEGETAL. curtstetetrtreressssssssssssssssssssssssssssssesesssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 93
M1.2.1. ESterilizacion de SEMIILAS. ......ronronsessessssssssissesssessssssssassssssessssssssssssssssessssssssanssens 93
M1.2.2. Germinacion de SEMIllAS iN VIET 0. ......ocreseersssrcnsrisscessisssssisssissssssesssssssssassssssesssssssssanssens 94
M1.2.3. CUILIVO €N SUCIO. cueververererressrisseessirssessssisssissesssssssssasssassssssssssssssssassssssesssssssssassssssesssssssssanssans 94
M1.2.4. Cultivo en SISEeMA RIATOPONICO. .......ccrueerereersrrersserssersserissesisssessssesissessssesassssssssssssesinses 94



INDICE

M1.2.5. Transformacion de cotiledones de tOMALE. .........owcovveroreernecrsmerssserssscrisserissssisssess 96
M1.2.6. Regeneracion de plantas a partir de los cotiledones transformados................ 97
M1.2.7. Seleccién de transformantes y propagacion de lineas transgénicas............... 100
M1.2.8. Recoleccién y conservacion de semillas de plantas transformadas. ............... 102
M1.2.9. Tratamientos salinos y de deficiencia en pOtASIO........c.ccveovecrreerrsseeronsersseriniens 103
M1.2.10. Evaluacion del fENOIPO..........cwcrmeernserssesossersserissesisssssssesssesisssssssssssesssesssssssees 104
M2, METODOS....oouuummumssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s sssssss s sssssssssssssssssssssssnssns 105
M2.1. METODOS GENERALES DE MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS. ..cvuuuummmesssnmsssssessssannnas 105
M2.1.1. Amplificacién por PCR
M2.1.2. Electroforesis de dcidos nucleicos en geles de QgaroSa. ..........oniriniens 107
M2.1.3. Cuantificacion de DNA Y RNA. ... croneeomseronserssersssssssenssesssssssssssssessnsessssssssess 108
M2.1.4. Aislamiento de DNA PIASMITICO. ....ccocccurverreeeomserneerseersssssssersserssssisssssssesssessssssasees 108
M2.1.5. Aislamiento de DNA genomico de t0MQALe. .......coveeeveeronecrneerisssrnssseronsesissesaneees 109
M2.1.6. Aislamiento de RNA d€ EOMQALE. ......cocrvermeeeomsernserseerissssssserssesisssssssssssssesonsessssssasees 109
M2.1.7. Digestion de DNA con enzimas de reStriCCION. .........ceomecroneerissesssmseronsesessesensees 111
M2.1.8. Andlisis Southern del DNA genomico de tomMate. ........conecrnveersneeronsernserinnens 111
M2.1.9. PCR 0 tIEMPO FOALccuuvvrererecrieerirseerssersserisserisssssssessssesissesssssssssssssssesasssssssssssssessnsesssssanees 114
M2.2. AISLAMIENTO DE MEMBRANAS CELULARES. .c.costrtreesuntreresaseresessasssssssesssssssesssasssssessssssneenes 116
M2.2.1. ODLeNCIiON A€ MICTOSOMAS. c....cruveurerrserirserisssssmsesssesissesisssssssessssesisssssssssssesnsessssssasees 116
M2.2.2. Aislamiento de endOMemMDBIANGS. .....o.cverreeevmeerineersserisessssserssessssssssssssssessssesassssesess 117

M2.2.3. Purificacién de vesiculas de plasmalema. ...........ceonccronecrsseessscronsesnsesinsees 118
M.2.2.4. Purificacion de vesiculas de tONOPIASLO. .........cerrerormeerereerseersearisssssssserissesissesannees 118
M2.2.5. Cuantificacion de ProteiNas. ... omeronserisserisssssssserssesssssasssssssessmsessssssasees 120
M2.2.6. Determinacion de la actividad de intercambio Na*/H* en vesiculas de
=212 3 T PPN 120
M2.2.7. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE).......cocovcroneees 122
M2.2.8. Tincién de proteinas separadas por electrOfOresSiS...roerimmeeromserisseriniens 122
M2.2.9. Electrotransferencia € iNMUNOAELECCION. .....cuerreerreeersserseerssesissssssssesissesessssasees 123
IV. RESULTADOS ...ttt ssssssss s ssssss s s s s s s s enss 125
R1. SOBREXPRESION DE LENHX2 EN TOMATE......oseumerumersserssesssesssessssesssssssssssssseens 127
R1.1. OBTENCION DE PLANTAS HOMOCIGOTAS Y MONO-LOCUS PARA EL TRANSGEN. ....cceveurernnen 127
R1.2. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE LENHX2.....cccocovuvenenenesreernerissesnennns 130
R1.3. CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE LAS PLANTAS SOBREEXPRESORAS LENHX2.............. 131

R1.4. DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES DE TRANSPORTE IONICO EN ENDOMEMBRANAS.. 136
R1.5. REGULACION DE LA EXPRESION DE LOS SISTEMAS DE ABSORCION DE K* DE ALTA AFINIDAD,

HAK, EN LAS PLANTAS SOBREXPRESORAS LENHXZ...ooreeeeeereeeereeeseesseeessesessessseesssssssesssseesssessseesnees 138
R2. SOBREXPRESION DE SLSOS2 EN TOMATE. .....ovveeseeesesesssessssessssessssessssesessnsessssessane 139
R2.1. OBTENCION DE PLANTAS HOMOCIGOTAS Y MONO-LOCUS PARA EL TRANSGEN. ocouvverevrenee 139
R2.2. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE SLSOS 2 euuevereeereeeseeeeseeeseeesseneseennees 141
R2.3. CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE LAS PLANTAS SOBREEXPRESORAS SLSOS2.....cvnenee. 141
R2.4. REGULACION DE LA EXPRESION DE SLSOS1, LENHX2 Y LENHX4 EN LAS PLANTAS
SOBREXPRESORAS DE SLSOS2.c.urveeeeeeeeseemseeessesesesssessssessssssaseesassssssssssesssseessessssessassssassssssssssessssessssees 148



INDICE

R2.5. DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES DE TRANSPORTE IONICO EN TONOPLASTO Y

MEMBRANA PLASMATICA EN PLANTAS SOBREXPRESORAS DE SLSOS2Z. ..o eeeeeeeeeeeeeseseeessesesessesseeens 150
R3.SOBREXPRESION DE SLSOS3 EN TOMATE. ..eeoeveeesesessesessssessssesssssssssessssesessessssseans 153
R3.1. OBTENCION DE PLANTAS HOMOCIGOTAS Y MONO-LOCUS PARA EL TRANSGEN. .ooovveveerennns 153
R3.2. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE SLSOS3. ..o eeeeeeeeseseesssesesssssssesasaes 155
R3.3. CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE LAS PLANTAS SOBREEXPRESORAS SLSOS3. ..o 156
R3.4. REGULACION DE LA EXPRESION DE GENES DE LA RUTA SOS EN PLANTAS SOBREEXPRESORAS
DE SLSOS3 . evvumeeeeeeeseeeessesesssssessessssesssssssesssssssesssssesssssssesessssessssssesssssssessesssesssssssesessssssssssseesesssssessssssssesess 162
R4. SOBREXPRESION DE SLNHAD EN TOMATE. ...oooovueereeeesesessssessssessssessssessssesessesessesease 168
R4.1. OBTENCION DE PLANTAS HOMOCIGOTAS Y MONO-LOCUS PARA EL TRANSGEN. .ooovveeeerennn 168
R4.2. CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE LAS PLANTAS SOBREEXPRESORAS SLNHAD................ 170
V. DISCUSION .....oeceeeeeeeeeesesesessssessssssessasesssssssasesessassssssessasesssessssessssssessassssssessssessasessasassasassasasens 173
D1. PLANTAS SOBREXPRESORAS DE LENHX2. ....vovveeereeessesessssessssessssmssssessssesessesssssseane 175
D2. PLANTAS SOBREXPRESORAS DE SLSOS2Z. ....cutoeereeesesessssessssessssessssessssessssessssssssssseass 181
D3. PLANTAS SOBREXPRESORAS DE SLSOS3. ....ouiveereeesesessnsessssessssesssssssssessssesessesesssseans 189
D4. PLANTAS SOBREXPRESORAS DE SLNHAD. ......ooveeereeessesessssessssessssessssessssesessesesseseass 197
VL. CONCLUSIONES ....eceeeeeseeeesesessasessssessssessssesssssssssssesssessssessssesesssssssassssssessssessssessassssasssssasens 201
VIL BIBLIOGRAFIA ...eoeeeeeeeeeesesessssessssessssessssesessassssssessasessssessssesssssssssassssssessssessssessassssasssssssens 207






I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS






L. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El incremento en la salinidad de los suelos, debido en parte al abuso de
fertilizantes y la irrigacion con aguas de baja calidad de alto contenido en sales, tiene
un efecto negativo para la produccion agricola, ademés de plantear una seria
amenaza medioambiental. Existe una importante relacion entre la eficiencia en el uso
de nutrientes y el estrés salino, ya que la alta salinidad del medio afecta de forma
esencial a la absorcion y distribucion de nutrientes, especialmente de K, por parte de
las plantas. Esta perturbacion de la homeostasis de K', resultante de la competicion
entre Na' y K', es un fenémeno determinante de la toxicidad del sodio. Por
consiguiente, el mantenimiento de altas concentraciones de K’ y bajas
concentraciones de Na' en las células vegetales es fundamental para evitar los
efectos toxico y osmotico del estrés salino, constituyendo por ello una de las claves
de la tolerancia de las plantas a este factor.

Para conseguir mantener la homeostasis del K" y evitar la toxicidad del Na"
es esencial, de un lado, la exclusion activa de Na" a nivel de plasmalema y su
compartimentacion en la vacuola donde contribuye a la turgencia celular y, de otro,
el mantenimiento de valores de pH y niveles de K adecuados en el citoplasma y
compartimentos intracelulares, lo que contribuye a regular el volumen y las
actividades enzimaticas celulares (Maathuis y Amtmann, 1999, Venema et al., 2003,
Sze et al., 2004). En este sentido, la identificacion y el estudio de los mecanismos de
regulacion de transportadores 16nicos relacionados con la tolerancia a la salinidad y
la distribucion de potasio en las c€lulas vegetales es un enfoque de gran interés desde
el punto de vista de la investigacion basica y constituye un paso prévio a la
aplicacion de estrategias biotecnoldgicas que podrian permitir solventar los efectos

negativos de la salinidad en cultivos de interés agrondmico, como es el tomate.

Como resultado de los estudios desarrollados en el grupo de investigacion en
que se ha realizado esta Tesis Doctoral se han identificado varios transportadores

NHX de tomate que son importantes para la homeostasis del potasio, la tolerancia a

9



II. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

la salinidad y, posiblemente, el desarrollo de la planta y la produccion de frutos. Asi

mismo, se han identificado en tomate los componentes de la ruta SOS, poniéndose de

manifiesto mediante estudios de complementacion heterdloga, la participacion de

estas proteinas en la respuesta al estrés salino. Partiendo de estos antecedentes, el

objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido estudiar el potencial biotecnologico de

algunas de estas proteinas, en concreto LeNHX2, SISOS2, SISOS3 y SINhaD, en

relacion a la tolerancia a la salinidad en plantas de tomate. Para ello, se ha seguido

una estrategia de sobreexpresion génica en tomate y se ha llevado a cabo la

caracterizacion fenotipica de las plantas transgénicas y el estudio de alguno de los

mecanismos bioquimicos responsables de los fenotipos observados.

Este objetivo general se desglosa en los siguientes objetivos especificos:

1.

10

Generacion de plantas transgénicas de tomate que sobreexpresen las
proteinas LeNHX2, SISOS2, SISOS3 y SINhaD. Se han obtenido plantas T3 del
cultivar MicroTom mono-locus y homocigoticas para cada uno de los transgenes.
Se han caracterizado molecularmente estas plantas, determinando los niveles de

sobrexpresion de los genes.

Analisis de los fenotipos de las plantas transgénicas en relacion a la
tolerancia a la salinidad y a la baja disponibilidad de potasio. Se ha estudiado
el crecimiento, asi como la produccion de flores y frutos en las plantas
transgénicas cultivadas en condiciones de estrés salino o deficiencia en potasio.

Se ha analizado también la composicion mineral en los tejidos de estas plantas.

Estudio del de transporte ionico en membranas aisladas. Se han purificado
membranas plasmatica y vacuolar de raices de plantas transgénicas y se ha
determinado mediante técnicas fluorimétricas el transporte de Na“ y K en dichas

membranas.



L. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

4. Estudio del efecto de la sobrexpresion de LeNHX2 y SISOS2 sobre los
niveles de transcritos de algunos transportadores ionicos. Se ha determinado,
mediante RT-PCR en tiempo real la expresion del transportador de K de alta
afinidad tipo HAK en plantas sobrexpresoras de LeNHX2, asi como la expresion
de los transportadores SISOS1, LeNHX2 y LeNHX4 en plantas sobrexpresoras
de SISOS2.

11
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II. ANTECEDENTES CIENTIFICOS

Al. Problematica de la salinidad en la agricultura.

El planeta Tierra presenta alrededor del 71 % de su superficie cubierta por
océanos y mares, es decir, agua salada con una concentracién de aproximadamente
30 g NaCl/l (Flowers, 2004; Dajic, 2006). De la superficie restante, casi un 15 % esta
afectada por la salinidad (Pessarakli y Szabolcs, 1994; Shabala y Cuin, 2008; Toth et
al., 2008). La salinidad est4 presente en practicamente todas las regiones climaticas y
en una amplia gama de altitudes, siendo muy frecuente en regiones aridas y
semiaridas de Asia, Australia, Africa y América del Sur. Ademas, la salinidad del
suelo afecta a alrededor de 1 millon de hectareas en la Unidon Europea,
principalmente en los paises del Mediterraneo (Dajic, 2006; Lakhdar et al., 2009).

La mayoria de las areas afectadas por la salinidad han surgido por causas
naturales. La Ilamada salinidad natural o primaria es el resultado de la acumulacién
de sales solubles en suelos o aguas subterrdneas durante largos periodos geoldgicos,
principalmente debido al desgaste de rocas que liberan su contenido en sales. La
salinidad es un fendomeno asociado a varios tipos de sales, fundamentalmente
cloruros de sodio (la sal mas soluble), calcio y magnesio y, en menor medida,
sulfatos y carbonatos de sodio, calcio y magnesio (Szabolcs, 1989; Dajic, 2006). La
salinidad natural también es provocada por la deposicion de sales oceanicas
transportadas por el viento y la lluvia (Munns y Tester, 2008).

Ademas de la salinidad natural, existe otro tipo de salinidad, denominada
secundaria, provocada por la actividad humana. Este fendmeno afecta a la
Humanidad desde el inicio de la Agricultura, y existen registros historicos de
migraciones provocadas por la salinizacion del suelo cultivable (Gelburd, 1985). La
actividad humana ha incrementado la extension de areas salinizadas al ampliarse las
zonas de regadio con el desarrollo de grandes proyectos hidrologicos, lo que ha
provocado cambios en el balance de agua y sales de los sistemas hidrogeoldgicos. De

esta forma, los problemas de salinizacion secundaria se deben a un mal uso de las
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aguas para riego (uso de agua en exceso, sistemas de riego poco eficientes, sistemas
de distribucién defectuosos, drenaje restringido, uso de aguas de mala calidad o
malas practicas de riego), que conduce a un incremento paulatino de la salinidad del
suelo (Bressler y Hoffman, 1986; Serrano, 1996; Tuteja, 2007). Este problema se
agudiza especialmente en franjas costeras, donde la sobreexplotacién de acuiferos,
esta produciendo la salinizacidn del suelo, por intrusion de agua de mar.

La salinizacion secundaria conduce a una progresiva degradacion del suelo
que acaba afectando a la agricultura. Este proceso produce cada afio el deterioro de
aproximadamente 2 millones de hectareas (casi el 1 % del suelo agricola a escala
mundial) (Tuteja, 2007; Athar y Ashraf, 2009). Ademas de la irrigacion, otras
actividades humanas que conducen a la salinizacion secundaria son el exceso de
pastoreo, la deforestacion de areas semihumedas o semiaridas, la contaminacion con
sustancias quimicas y el mal uso de los fertilizantes (Pessarakli y Szabolcs, 1994;
Dajic, 2000).

Segun el Fondo de Poblacién de las Naciones Unidas (UNFPA) se espera que
el crecimiento de la poblacion humana alcance los 9300 millones de habitantes en
2050 (http://www.unfpa.org/swp/2009/). Por ello, la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) indica que para hacer frente a
este aumento de poblacion, se hace necesario un incremento de la produccion global
de alimentos en torno al 70 % en los proximos 40 afios para asegurar la alimentacion
(FAO 2009, http://www.fao.org/). Ello implicaria no solo sobreexplotar las tierras ya
cultivadas, sino buscar nuevas areas donde llevar a cabo la actividad agricola,
teniendo que dirigir nuestra mirada hacia las zonas aridas y semiaridas en las que es
frecuente una alta salinidad de los suelos y en las que los factores climéticos
(insolacion intensa, altas temperaturas, baja pluviosidad) determinan la necesidad de
irrigacion.

La gravedad de la problematica de la salinidad en la agricultura se constata en

el hecho de que de los actuales 260 millones de hectareas de terreno sometido a
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irrigacion, 45 millones (~20 %) estan afectados por la salinidad (Flowers, 2004;
Shabala y Cuin, 2008; Athar y Ashraf, 2009; Lakhdar et al., 2009), especialmente las
zonas mas productivas, como California, el sur de Asia y gran parte del area
mediterranea (Pisinaras et al., 2009). 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 (Dajic, 2006; FAO 2008 -
http://www.fao.org/nr/land/degradation/es) (Tabla A1).

Tabla Al. Distribucién regional de suelos afectados por la salinidad (en millones de
hectareas).

Regiones Area Total (Mha) Suelos afectados por la salinidad

Superficie (Mha) %

Aftica 1899 73 34

Asia y Australia 3107 444 14,3
Europa 2011 80 3.9
America Latina 2039 112 5.5
Oriente Proximo 1802 106 5.9
Norte America 1924 20 1,0
Total 12781 831 6,5
Salinizacion secundaria en los suelos irrigados 45,4 20

Aunque la superficie irrigada constituye sélo el 15 % del total la superficie
cultivada, su productividad es al menos dos veces superior a la del suelo cultivable
que so6lo recibe el agua de la lluvia, lo que explica que las explotaciones agricolas
sometidas a irrigacion produzcan un tercio del alimento mundial (Munns y Tester,
2008).

La solucion al problema de la salinidad pasa por mejorar las practicas de
cultivo para prevenir la salinizacion del suelo o implementar planes para remediar su
salinizacion (uso de aguas de riego de alta calidad, instalacion de sistemas de lavado
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y drenaje de suelos, eliminacion del exceso de sodio del suelo mediante la adicion de
oxido o sulfato calcico). Aun asi son soluciones costosas y no suficientemente
eficaces. Por ello, una alternativa para afrontar el problema de la salinidad en
agricultura es aumentar la tolerancia de las plantas al NaCl, ya sea por técnicas
tradicionales de mejora, de ¢éxito limitado, debido a la complejidad fisioldgica y
genética de este rasgo (Flowers, 2004; Shabala y Cuin, 2008) o mediante uso de

tecnologias de ingenieria genética (Tester y Davenport, 2003).

A2. Tolerancia de las plantas a la salinidad.

Las plantas presentan diferentes respuestas de crecimiento frente al estrés
salino (Munns y Tester, 2008). A partir de una concentracion umbral de sales, la
capacidad de tolerancia variara en funcion del estadio de desarrollo de la planta, de las

interacciones ambientales, del tipo de 16n y de la especie vegetal (Foolad, 2007).
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Figura A1l. Variacion en el peso seco de la parte aérea de distintas especies de plantas
cultivadas durante tres semanas en presencia de NaCl, respecto al valor de peso seco de
plantas cultivadas en ausencia de NaCl. Modificado de Munns y Tester (2008).
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Existe una alta variabilidad en la tolerancia al estrés salino entre grupos de
plantas taxonomicamente distintos, pero también entre especies estrechamente
relacionadas, e incluso entre variedades de una misma especie y entre individuos de
una misma linea varietal (Tester y Davenport, 2003; Figura A1).

En base a 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: halofitas, halofitas y glicofitas

tolerantes y glicofitas muy sensibles (Greenway y Munns, 1980; Tabla A2).

Tabla A2. Clasificacion de las plantas segun su capacidad de tolerar altas concentraciones de
NaCl sin dafio aparente. Modificado de Greenway y Munns (1980).

Grupos Umbral de daiio Especies

Grupo 1. Haléfitas
I4. 400 mM NacCl Suaeda maritima, Atriplex nummularia

| >200 mM NaCl Atriplex hastata, Spartina towsendii
B

Grupo II. Haléfilas y
Glicoéfitas Tolerantes

Festuca rubra, Puccinella peisonis.

I1,. Halofitas 200 mM NaCl Gossypium, Hordeum

monocotiledoneas
II. Glicofitas

Intermedias >100 mM NaCl Solanum

Sensibles <100 mM NaCl Phaseolus, Glycine

Grupo III. Glicéfitas

) <50 mM NacCl Citricos, Aguacates, Frutales de hueso
Muy sensibles

El tomate pertenece a un grupo de sensibilidad intermedia, aunque puede

existir variacion interespecifica e intraespecifica con la existencia de especies y de
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variedades cultivadas que presentan una tolerancia diferencial a la salinidad, y en las
que la altura del tallo y el crecimiento de la hoja son los parametros de crecimiento mas
afectados (Cuartero et al., 1992; Pérez-Alfocea et al., 1993; Cuartero y Fernandez-
Muiioz 1999; Cuartero et al., 2006).

A3. Efectos de la salinidad sobre las plantas.

La salinidad produce a nivel morfoldgico, fisiologico y molecular una amplia
variedad de respuestas, tales como la reduccién del turgor, inhibicion de las
funciones de membrana, alteracion de determinadas actividades enzimaticas,
produccion de radicales libres, disminucion de la fotosintesis e induccion de
deficiencias 16nicas. El i6n Cl” puede interferir con los sitios anionicos implicados en
el ligamiento de ARN y con metabolitos anidnicos como bicarbonatos, carboxilatos y
azucares fosfatos. De otro lado, el Na' puede interferir con los sitios catidnicos
implicados en el ligamiento de K*, Ca®" y Mg”". 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 (Waisel, 1972; Flowers et al., 1977,
Greenway y Munns, 1980; Munns et al., 1983; Ungar, 1991; Shannon et al., 1994;
Serrano y Gaxiola, 1994; Serrano, 1996; Yeo 1998; Serrano et al., 1999; Hasegawa et
al., 2000; Zhu, 2000; Munns, 2002; Xiong y Zhu, 2002; Yokoi et al., 2002a; Tester y
Davenport, 2003; Botella et al., 2005; Dajic, 2006; Tuteja 2007; Yeo, 2007; Munns y
Tester, 2008; Shabala y Cuin, 2008; Ehsanzadeh et al., 2009).

La accion negativa de la salinidad sobre el crecimiento de las plantas se debe
a la combinacion de varios efectos (Greenway y Munns, 1980; Hasegawa et al.,
2000; Zhu, 2002): a) la salinidad produce en la planta un estado fisiologico similar al
causado por el estrés hidrico, es mas, ambos tipos de estrés se superponen, ya que
una alta concentracion de sal en el suelo genera un estrés osmoético que conduce al

establecimiento de una zona de bajo potencial hidrico que dificulta la absorcion de

20



II. ANTECEDENTES CIENTIFICOS

agua por las raices de las plantas; b) la salinidad puede generar una toxicidad i6nica
especifica asociada normalmente a la excesiva absorcion de iones Na’ y CI; ¢) el
exceso de Na" o CI” conduce a una menor absorciéon de nutrientes minerales o a una
alteracion de la distribucion de iones esenciales como el K, Ca2+, nitrato o fosfato;
determinando una alteracion nutricional, y d) la salinidad conlleva procesos de estrés
oxidativo secundario debidos a la generacién de especies de oxigeno y nitrogeno
reactivas (ROS y RNS).

El efecto osmotico conlleva una disminucion de la capacidad de absorber
agua por parte de la planta lo que supone una reduccion de la expansion foliar y una
pérdida de turgencia. De manera general, el efecto osmotico en plantas sensibles
provoca, a largo plazo, una reduccion del crecimiento de la parte aérea y, en menor
grado, de las raices (Munns et al., 2000a, Munns, 2002; Zhu, 2002; Tester y
Davenport, 2003; Tuteja, 2007). La concentracién umbral de NaCl en el medio de
crecimiento de las raices a partir de la cual empiezan a ser visibles los efectos
osmoticos es de aproximadamente 40 mM. Por encima de esta concentracion, la
mayor parte de las células pierden agua, por lo que para mantener la actividad
citosolica, el agua pasa desde la vacuola al citosol, lo que conlleva una pérdida
transitoria del volumen y el turgor celular. En unas horas las células recuperan el
volumen y turgor original debido al ajuste osmotico, pero a pesar de ello, se reduce la
tasa de elongacion celular (Yeo et al., 1991; Passioura y Munns, 2000; Cramer, 2002;
Fricke y Peters, 2002), produciéndose cambios en las dimensiones de la célula
(Shabala y Cuin, 2008; Munns y Tester, 2008). También se reduce la velocidad de
division celular, lo que conduce a una ralentizacion en la aparicion y crecimiento de
las hojas. Por otro lado, los brotes laterales dejan de crecer y se forman menos ramas.
Ademas, se afecta el desarrollo reproductivo, produciéndose floracion temprana o
reduccidn del nimero de botones florales (Munns y Tester, 2008).

La toxicidad i6nica es producida por la acumulacion de Na“ y Cl1 en el citosol

de la célula que es perjudicial para su supervivencia (Zhu, 2002; Munns y Tester,
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2008). En algunas plantas perennes, sobre todo lefiosas (como los citricos y la vid), el
Na' es almacenado en las raices y tallos lefiosos, mientras que el Cl” se acumula en
las ramas jovenes, siendo mas perjudicial para la planta (Flowers, 1988). Sin
embargo, para la mayoria de las plantas, entre ellas las gramineas, el Na' es la causa
principal de toxicidad idnica (Tester y Davenport, 2003). El crecimiento de la planta
se ve afectado en condiciones salinas ya que la acumulacion de Na” causa la necrosis
de las hojas mas viejas, primero en los bordes y posteriormente en el interior.
Cuando las hojas mas viejas detienen el crecimiento, no pueden diluir la sal que les
llega, tal como ocurre en las hojas jovenes en crecimiento y, por ello, mueren. Si la
tasa de muerte de las hojas viejas es mayor que la de produccion de hojas nuevas, se
vera afectada la capacidad fotosintética de la planta, que no sera capaz de suministrar
los hidratos de carbono que requieren las hojas jovenes, lo cual reduce aun mas los
niveles de crecimiento y produccion de la planta (Munns, 1993, Munns, 2002,
Munns y Tester, 2008). La escala de tiempo en la cual se manifiesta el dafio
especifico del ion Na™ depende de su tasa de acumulacion en hojas, y de la eficacia
de su compartimentacion en células de la hoja.

A bajas concentraciones de NaCl, el componente osmotico del estrés salino
ejerce un efecto sobre la tasa de crecimiento mayor que el provocado por el estrés
i6nico. A altas concentraciones de NaCl o en especies sin capacidad de regular el
transporte de Na', el efecto ionico domina sobre el efecto osmético (Munns y Tester,
2008). De esta forma, actualmente se acepta que el efecto negativo de la salinidad sobre
el crecimiento sigue un modelo bifasico, consistente en una fase muy temprana debida
a la reduccion del suministro de agua generado por el aumento de presion osmotica
externa (fase osmdtica), y una respuesta tardia (dias, semanas, dependiendo de la
especie) debida a la alta concentracion intracelular de iones CI" y Na’, que provoca
dafos a nivel celular y acelera la senescencia de las hojas (fase i6nica) (Figura A2). Si
la velocidad de produccion de nuevas hojas es mayor que la de las que mueren habra

suficiente capacidad de fotosintesis como para mantener el crecimiento y desarrollo de
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la planta hasta la produccion de flores y frutos, aunque a un numero reducido. Si dicha

velocidad es menor, la planta no sobrevivira para producir semillas (Munns, 2005).

A. Incremento en la B. Incremento en la C. Incremento en la
tolerancia al estrés osmético tolerancia al estrés iénico tolerancia a ambos estreses

! !

crecimiento de la parte aérea

+NacCl +NaCl +NaCl
Fase osmética Fase idnica Fase osmética Fase idnica Fase osmética Fase i6nica

Tiempo (dias, semanas)

Figura A2. Efecto del estrés salino sobre la tasa de crecimiento de las plantas: repuesta
temprana (fase osmotica) y respuesta tardia (fase idnica). La linea continua verde representa
el cambio de la tasa de crecimiento después de la adicion de NaCl. (a) La linea verde
discontinua representa la respuesta hipotética de una planta con mayor tolerancia al
componente osmotico del estrés salino. (b) La linea roja discontinua representa la respuesta
de una planta con mayor tolerancia al componente idénico del estrés salino. (¢) La linea
verde-roja discontinua representa la respuesta de una planta con mayor tolerancia a los
componentes osmotico e ionico del estrés salino. Tomado de Munns y Tester (2008).

La salinidad no sélo dificulta la absorcidon de agua por la planta sino también
la de nutrientes minerales, pudiendo conducir a una situaciéon de desequilibrio
nutricional (Silberbush y Ben-Asher, 2001). El efecto directo del Na" sobre la toma
de otros nutrientes se debe a la interferencia de este i6n con la actividad de transporte
16nico a nivel de la membrana celular de la raiz, afectando fundamentalmente a
transportadores y canales de iones K', lo que impide la toma de este macronutriente.
Por otro lado, el componente osmoético de la salinidad junto a los efectos
perjudiciales del Na' sobre la estructura de suelo (Wild, 1988), provocan una
inhibicidn en el crecimiento de la raiz que también afecta a la toma de nutrientes.

La alteracion provocada por el Na' en la toma de K conlleva un cambio en la
razon K'/Na" de la célula. Los iones K son esenciales para el equilibrio osmético y

el balance electrostatico de las células y sus compartimentos, para la funcion de
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muchas enzimas, y/o la sintesis de proteinas (p.e. la unién del tRNA a los ribosomas
requiere K) (Blaha et al., 2000). E1 Na' tiene capacidad de competir con el K™ para
unirse a sitios esenciales debido a la semejanza en propiedades fisicoquimicas de
ambos. Sin embargo, el Na" no puede sustituir al K' en sus funciones, excepto quizas
en las osmoticas (Bhandal y Malik, 1988; Tester y Davenport, 2003). Por estas
razones, el exceso de Na' estd implicado en la inhibicion de muchos procesos
metabolicos o enzimdticos como la fotosintesis, la generacion de estrés oxidativo a
través de la produccion de especies de oxigeno activado, la absorcion de CO; a través
de los estomas y el crecimiento en general (Pollard y Wyn Jones, 1979; Wyn Jones y
Pollard, 1983; Termaat et al., 1985; Trejo et al., 1993; Paul y Foyer, 2001; Zhu,
2001; Apel y Hirt, 2004; Fricke et al., 2004; Davies et al., 2005; Foyer y Noctor,
2005; Logan, 2005; Vinocur y Altman, 2005; Dajic, 2006; Fricke et al., 2006; Shoji
et al., 2006; Tuteja, 2007; Munns y Tester, 2008).

El estrés oxidativo derivado del estrés salino, como ocurre en otros estreses
abidticos, produce una acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que es
dafiina para las células, ya que causa dafio oxidativo a lipidos de membrana,
proteinas y acidos nucleicos (Chinnusamy et al., 2005). Las plantas poseen una
variada gama de antioxidantes enzimaticos (superdxido dismutasa, catalasa y
enzimas del ciclo ascorbato-glutation) y no enzimadticos (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 para los enzimas antioxidantes incrementan en
respuesta a ROS bajo condiciones de estrés abidtico y, especificamente, en

situaciones de salinidad (Ashraf, 2009).

24



II. ANTECEDENTES CIENTIFICOS

A4. Mecanismos de tolerancia a la salinidad.

Los mecanismos de tolerancia a la salinidad descansan sobre varios aspectos
interrelacionados, ya referidos anteriormente. Se requiere del mantenimiento del
equilibrio osmético en relacion con el tonoplasto y con el medio externo asi como del
mantenimiento de la homeostasis idnica controlando la absorcion de iones a nivel del
plasmalema y su compartimentacion intracelular (endosomas y vacuolas). Es necesario
el secuestro de ROS y proteger estructuras celulares sensibles; y todo ello requiere de
un apropiado y coordinado sistema de transduccion de la sefial de estrés, en la que una
serie de moléculas o segundos mensajeros deben regular la actividad de las proteinas
efectoras implicadas en el transporte i0nico, en el mantenimiento del turgor y/o en la
detoxificacion de ROS, asi como la expresion de los genes que las codifican

(Chinnusamy et al., 2005; Vinocur y Altman, 2005; Figura A3).
A4.1 Mantenimiento del equilibrio osmético.

El estrés osmotico reduce inmediatamente la expansion celular en el 4pice de
la raiz y en las hojas jovenes, y causa el cierre estomatico. Las células vegetales
expuestas a un medio salino pueden equilibrar su potencial hidrico reteniendo agua,
mediante un efecto de dilucién que mitiga el exceso de iones (Romero-Aranda et al.,
2006) o bien perdiéndola, lo que provoca una disminucién del potencial osmotico y
de la turgencia. Esta situacién genera sefiales intracelulares, como sintesis de ABA
(4cido abscisico) o aumento del Ca®" citoplasmatico libre, que desencadenan
posteriores respuestas adaptativas (Hasegawa et al., 2000).

En lineas generales, las plantas llevan a cabo el ajuste osmoético acumulando
iones o sintetizando solutos organicos compatibles con el metabolismo de la célula
(Yeo, 1998; Nuccio et al., 1999; Hasegawa et al., 2000; Huang et al., 2000;
Rathinasabapathi, 2000; Heidari y Mesri, 2008). La acumulacién de estos solutos

compatibles en respuesta al estrés salino es una adaptacion metabolica util para el
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equilibrio osmoético entre la vacuola y el citosol (Yancey et al., 1982; Rhodes y
Hanson, 1993). Los solutos compatibles comprenden una amplia gama de
compuestos organicos: monosacaridos (fructosa y glucosa), alcoholes (glicerol,
inositoles metilados), azicares complejos (trehalosa, rafinosa y fructanos), polioles,
aminoacidos y compuestos de amonio cuaternario (prolina, glicina betaina, alanina
betaina o prolina betaina) (Rodhes y Hanson, 1993; Nuccio et al., 1999; Heidari y
Mesri, 2008). Como los solutos compatibles son hidrofilicos, pueden sustituir al agua
en la superficie de las proteinas y membranas, lo que explica su accidon como
osmoprotectores y como chaperonas de bajo peso molecular (Hasegawa et al., 2000).
En muchas plantas haldfitas, la prolina o la glicina betaina se almacenan en grandes
cantidades en las vacuolas de las hojas. En glicofitas, los solutos compatibles se
acumulan a concentraciones no superiores a 10 mM, pero sélo en el citoplasma,
contribuyendo de forma significativa al mantenimiento de la presion osmotica
(Rhodes et al., 2002). Aunque la sintesis de estos compuestos permite a la planta
sobrevivir en presencia de altas concentraciones externas de sal, al requerir energia,
se produce a expensas del crecimiento de la planta.

También se han relacionado algunos tipos de proteinas con la tolerancia a la
salinidad. Se trata de proteinas sintetizadas bajo condiciones de estrés salino, como
osmotinas, dehidrinas, proteinas LEA (Late Embriogenesis Abundant) y poliaminas,
principalmente putrescina y espermina (Tester y Davenport, 2003; Groppa y
Benavides, 2008; Alcazar et al., 2010; Gill y Tuteja, 2010; Janicka-Russak et al.,
2010). Se desconoce en gran medida la funcion de osmotinas y dehidrinas en la
tolerancia a la salinidad (Rorat, 2006; Saavedra et al., 2006; Brini et al., 2007;
Battaglia et al., 2008; Goel et al., 2010). De manera general, se ha propuesto que el
papel de estos compuestos estaria relacionado con el mantenimiento de la estructura
de proteinas (Campbell y Close, 1997; Battaglia et al., 2008; Bies-Etheve et al.,
2008). Las proteinas LEA se acumulan en los tejidos vegetativos de todas las

especies vegetales en respuesta al estrés osmotico causado por sequia, salinidad o

26



II. ANTECEDENTES CIENTIFICOS

frio (Xiong y Zhu, 2002; Dalal et al., 2009). Estas proteinas probablemente
contribuyen a la preservacion de la integridad estructural de la célula (Winicov,
1998), actuando como chaperonas para prevenir la desnaturalizacion de otras
proteinas (Xiong y Zhu, 2002; Goyal et al., 2005; Grelet et al., 2005; Reyes et al.,
2005; Liu et al., 2010). Por la importancia de los flujos hidricos en los procesos de
ajuste osmotico celular, la actividad de las acuaporinas también tendria un papel
clave entre los mecanismos de adaptacion al estrés osmotico (Maurel y Chrispeels,
2001; Vera-Estrella et al., 2004). Las acuaporinas facilitan la toma de agua desde el
medio y determinan la conductividad hidraulica de la raiz en respuesta a numerosos
estreses ambientales (Luu y Maurel, 2005; Maurel et al., 2008). La exposicion de
raices a la salinidad induce cambios de la expresion de acuaporinas a multiples
niveles. Estos cambios incluyen una disminucidn coordinada a nivel transcripcional y
una nueva localizacion subcelular de las proteinas PIPs (Plasma membrane Intrinsic
Proteins) de la membrana plasmatica y TIPs (Tonoplast Intrinsic Proteins) de
tonoplasto. Estos mecanismos pueden actuar en concierto para regular el transporte
de agua desde la raiz, sobre todo a largo plazo (Boursiac et al., 2005; Forrest y

Bhave, 2007; Katsuhara y Hanba, 2008).
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Figura A3. Complejidad de la respuesta de las plantas a estreses abidticos, mostrando la ruta
genérica de la transduccion de la sefial de estrés. El estrés salino primario, como otros
estreses abidticos, induce un estrés osmodtico y oxidativo. Estas sefiales de estrés son
detectadas por sistemas sensores o de percepcion, transmitidas intracelularmente y convertidas
en una respuesta consistente en la activacion de proteinas efectoras o en la induccion de la
expresion de los genes que las codifican. Esta respuesta conlleva finalmente el restablecimiento
de la homeostasis celular y, en consecuencia, la tolerancia al estrés. Modificado de Vinocur y
Altman (2005).

A4.2 Mantenimiento de la homeostasis ionica.

Las plantas pueden poner en marcha varios tipos de respuestas adaptativas
frente al componente i6nico de la salinidad. Por un lado, un mecanismo de evitacion,
mediante el desarrollo de funciones y estructuras celulares que protegen de dichas
condiciones; y por otro lado, un mecanismo de tolerancia mediante el cual las células
adaptan sus funciones a las altas concentraciones intracelulares de sales. Para ello, se
requiere una coordinacion precisa entre los mecanismos celulares y los que operan a

nivel intercelular, en tejidos y 6rganos.
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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), 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. Desde aqui, los
iones y el agua pueden ser 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 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'y
forzando la entrada a través del plasmalema de las células de la estela, via simplasto.

En el contexto de la planta entera, la toxicidad al Na" se ha asociado con su
grado de acumulacion en la parte aérea (hojas) en plantas glicofitas. Para evitar esta
acumulacion, las plantas glicofitas han desarrollado una estrategia de exclusion de
iones a nivel de la raiz (Tester y Davenport, 2003; Yeo, 2007). La capacidad de
exclusion de Na' viene dada por el control del flujo neto de absorcion 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 translocacién a la parte aérea. Este control conduce
a una acumulacion de Na" en las vacuolas de las raices o en las células proximales
del tallo evitando asi su acumulacioén en las hojas (Apse y Blumwald, 2007). Una
segunda estrategia, propia de plantas glicofitas tolerantes y halofitas, descansa en la
capacidad de distribucion del Na' en los tejidos vegetales, esencialmente hacia el
tallo y las hojas. Esta estrategia esta basada en una adecuada regulacion de la

velocidad de absorcion de los iones por la raiz y su translocacion a la parte aérea,
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donde la compartimentacién subcelular evita la toxicidad idnica, al tiempo que
contribuye significativamente al ajuste osmotico (Apse y Blumwald, 2007, Munns y
Tester, 2008; Figura A4).
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 alteracion de la absorcion vy,
por tanto, del contenido de otros iones, particularmente K™y Ca®" (Tester y Davenport,
2003), resultando de especial importancia en la tolerancia a la sal, el mantenimiento de
una alta selectividad para el K" frente al Na™ (Greenway y Munns, 1980; Shannon et al.,
1994; Maathuis y Amtmann, 1999; Maathuis, 2009). 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 (Munns, 2002) (Figura A4). 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 mayor 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 (Léuchli y
Epstein, 1990). Este mecanismo de exclusion 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 y, probablemente, presentan una mayor variacion entre especies. De igual
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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 distribucién 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 Na“ en
determinadas zonas de la hoja, o en hojas maduras o lo recirculan en direccion a las

raices (Jeschke, 1984; Tester y Davenport, 2003; Figura A4).
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Figura A4. 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 ién
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. El Na® entra en el simplasto de la raiz, via NSCC, y
probablemente, otros transportadores. Se mantiene una baja concentracion citosélica de Na”
por la accion de los antiportadores Na'/H" de membrana plasmatica y vacuolar, SOSI y
NHX1, 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, SOS1 en la
raiz, el Na' puede ser descargado del xilema en la raiz, via uniportadores selectivos
(AtHKT1;1, OsHKT1;5, Nax1). En las hojas, el Na” puede ser descargado por uniportadores
selectivos (AtHKT1;1, OsHKT1;5, Nax2) y NSCC. En las hojas, se mantiene una baja
concentracion citosolica de Na™ por la accién de los antiportadores Na'/H™ de membrana
plasmatica y vacuolar, tipo SOS1 y NHXI, respectivamente. El mecanismo de carga y
descarga floematica y la recirculacién de Na” via floema estan por determinar. Modificado
de Apse y Blumwald (2007).
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AS. 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 absorcién de K', lo que resulta en una
deficiencia nutricional de K y una perturbacién del potencial osmético de la célula.
Teniendo en cuenta que el K’ participa como cofactor en numerosas reacciones
enzimaticas y estd implicado en la sintesis de proteinas (Marschner, 1995), un
desequilibrio en los niveles de K™ puede perturbar de forma severa el metabolismo a
nivel de la raiz y de la parte aérea en la planta. De ahi que no sea la cantidad absoluta de
Na' per se, sino la relaciéon citosdlica K'/Na" la que determine la competencia
metabolica y, en definitiva, la capacidad de la planta para sobrevivir en presencia de un
estrés salino (Niu et al., 1995; Maathuis y Amtmann, 1999; Shabala, 2000; Miser et
al., 2002a; Tester y Davenport, 2003; Apse y Blumwald, 2007; Chen et al., 2007a;
Gierth y Miser, 2007; Shabala y Cuin, 2008; Maathuis, 2009; Yao et al., 2010). 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 su
contenido vacuolar, la que resulta esencial en los procesos metabolicos (Maathuis y
Amtmann, 1999; Shabala y Cuin, 2008).

Las evidencias recientes obtenidas en plantas modelo como Arabidopsis y
arroz, han conducido a la idea actualmente preponderante de que la homeostasis del
K" a nivel de planta entera bajo condiciones salinas tiene lugar, no sélo por la acciéon
de transportadores especificos de K, sino también en una gran medida, por medio de
la regulacién de las concentraciones de Na’ en los diferentes tejidos. Diversos
transportadores de Na' controlan la razon K' / Na', mediante la extrusion de Na" al
medio externo, su compartimentaciéon vacuolar, asi como la carga y descarga
xilematica (Zhu et al., 1998a; Tester y Davenport, 2003; Horie y Schroeder, 2004;
Rus et al., 2005; Ren et al., 2005; Sunarpi et al., 2005; Apse y Blumwald, 2007,
Rodriguez-Rosales et al., 2009). Ademads, el mantenimiento de la razén K'/Na"

también depende del control de la pérdida de K celular que provoca el estrés salino
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(Shabala y Cuin, 2008). En la Tabla A3 se enumeran los transportadores de Na" y K*
principalmente implicados en evitar la acumulacién excesiva de Na” en el citosol o la
pérdida de K" de la célula. En los siguientes apartados de esta Memoria se realiza
una revision mas detallada del papel de dichos transportadores, especialmente las

proteinas NHX y SOS en el control de la homeostasis de Na" y K.

Tabla A3. Transportadores y canales i6nicos que previenen la acumulacion excesiva de Na'o la
pérdida de K" (alta razon K'/Na") en el citosol. Entre paréntesis, bomba primaria que energiza el
transporte secundario de iones.

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

Extrusién de Na' al medio o al apoplasto: Antiportadores Na'/H', SOSI. (P-
H""ATPasa de plasmalema).

Compartimentacién vacuolar y endosomal: Antiportadores K', Na'/H'

(NHX). (V-H'-ATPasa, V-H'-PPasa de tonoplasto ).

Control de la carga xilematica y floematica: HKT1 y SOSI1

A5.1. Entrada de Na' y K.

En condiciones fisioldgicas, las plantas mantienen una alta razéon K'/Na" en
su citosol con una concentracién de K en torno a 100-200 mM y una concentracion
de Na" entre 1 y 10 mM (Higinbotham, 1973; Tester y Davenport, 2003).
Considerando la diferencia de potencial eléctrico en la membrana celular (-140 mV)
(Higinbotham, 1973), una subida de la concentracion de Na' extracelular establecera
un gran gradiente de potencial electroquimico de Na' que favorecera el transporte
pasivo de este 10n desde el medio al citosol, a través de sistemas uniporte o canales.

Se han propuesto tres rutas para la absorcion del Na' por la planta (Tester y
Davenport, 2003). Una primera ruta, no mediada por transportadores y denominada
flujo de desvio, se atribuye a la filtracion a través del apoplasto debida a la
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discontinuidad en la endodermis. 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 apopléstico 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 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; Yeo et al., 1999). 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 a bajas concentraciones de Ca", todas las rutas de entrada
de Na" contribuyen en la misma medida (Essah et al., 2003); mientras que en plantas
halofitas existen gran nimero de adaptaciones anatomicas para reducir al minimo la
entrada apoplastica de sal. En este sentido, la anchura de la banda de Caspari es de
dos a tres veces mayor en halofitos que en glicofitos (Poljakoff-Mayber, 1975), y la
capa interior de células corticales puede diferenciarse en una segunda endodermis
(Stelzer y Léauchli, 1977).

Las otras dos rutas son de tipo simplastico y estan mediadas por canales y
transportadores que pueden ser sensibles o insensibles a los niveles de Ca*"
extracelular. Es conocido que la adicion de Ca®" al medio externo generalmente
reduce los efectos toxicos del Na' (Shabala et al., 2000; Cramer, 2002). Ademas, el
Ca”" puede actuar como segundo mensajero, respondiendo a cambios del potencial
de membrana relacionados con las fluctuaciones del Na' extracelular y del K"
intracelular (Tracy et al., 2008; Kader y Lindberg, 2010).

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). Existen evidencias bioquimicas y electrofisiologicas

que indican que el Na' entra en la célula a través de canales no selectivos sensibles a
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Ca®’ (Demidchik et al., 2002; Demidchik y Tester, 2002; Horie y Schroeder, 2004;
Demidchik y Maathuis, 2007). Estos sistemas incluyen los canales catidnicos no
selectivos (NSCC, Non Selective Cation Channels) y los transportadores LCT1 (Low
affinity Cation Transporter 1). En las bases de datos hay varios genes candidatos que
podrian codificar canales NSCC, entre ellos, los CNGCs (Cyclic Nucleotide-Gated
Channels) (Leng et al., 2002; Kaplan et al., 2007), y los GLRs (Glutamate Receptor-
like genes) (Tester y Davenport, 2003; Demidchik et al., 2004; Apse y Blumwald,
2007, Shabala y Cuin, 2008; Figuras A4 y AS).

En el caso de los canales CNGCs, la adicion extracelular de andlogos de
nucleodtidos ciclicos produce una inhibicion de la actividad del canal y, en
consecuencia, de la entrada de Na" (Maathuis y Sanders, 2001). Esta familia de
canales estd constituida por 20 miembros en Arabidopsis (Talke et al., 2003).
Estudios electrofisiologicos indican que AtCNGC1 y AtCNGC4 son igualmente
permeables a K' y Na', mostrando activacion por nucledtidos ciclicos (Leng et al.,
2002; Balague et al., 2003). AtCNGC2 parece ser selectivo para el K™ (Leng et al.,
2002); mientras que AtCNGC10 restaura el transporte de K™ en mutantes de E. coli y
en levaduras deficientes en el transporte de K', asi como en el mutante akt/-1 de
Arabidopsis, o que indica que puede participar en el transporte de K en raices (Li et
al., 2005). La expresion heterologa en levadura indica que AtCNGC3 puede
transportar Na" y K' (Gobert et al., 2006). AtCNGC3 principalmente se expresa en
las células de cortex y epidermis de raiz (Demidchik y Maathuis, 2007). Por otro
lado, el andlisis de expresion de OsCNGC1 en variedades tolerantes y sensibles de
arroz, indica que en presencia de un estrés salino la especie tolerante disminuye la
expresion de OsCNGC1, lo que determina una menor entrada de Na' a través de la
raiz en la especie tolerante que en la sensible (Senadheera et al., 2009).

En analogia a la situacién en animales, se ha sugerido que las proteinas GLRs
exhiben una conductancia idnica (Ca’", K, Na") inducida por aminoacidos,

fundamentalmente glicina y glutamato. Estas proteinas pertenecen a una familia
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génica que cuenta con 20 miembros en Arabidopsis. Experimentos
electrofisiologicos en Arabidopsis han puesto de manifiesto la existencia de
corrientes de Na™ y Ca®" activadas por glutamato e independientes de voltaje,
sugiriendo un papel de los canales GLRs en la entrada de Na* (Apse y Blumwald,
2007). Hasta el momento, s6lo existen un par de evidencias experimentales directas
de la permeabilidad a Na" en las proteinas GLRs de plantas. AtGLR3;7 es permeable
a Na' cuando se expresa en oocitos de Xenopus (Roy et al., 2008). Ademas, el
estudio llevado a cabo por Tapken y Hollmann (2008) ha permitido demostrar que
los poros de AtGLR1;1 y AtGLR1;4 median en el transporte de Na'.

Por otro lado, LCT1 es un transportador de cationes de baja afinidad, aislado
de trigo, que complementa un mutante de levadura deficiente en la toma de K'
(Schachtman et al., 1997). Se especula a cerca de su implicacion en la entrada de Na*
en condiciones de alta salinidad (Maathuis y Amtmann, 1999; Dajic, 2006). En
levadura, LCT1 cataliza la entrada de diversos cationes, incluyendo Na®, Rb" y Ca®".
Ademas, la expresion de LCT1 en levadura causa hipersensibilidad al sodio, que se
mitiga por adicion de altas (20 mM), pero no bajas (2 mM) concentraciones de Ca*"
(Amtmann et al., 2001). LCT1 puede ser un componente del influjo de Na' sensible a
Ca”" en raices de trigo, ya que no se satura a baja concentraciéon externa de Na' (7
mM), una propiedad atribuida a los canales NSCC (Amtmann et al., 2001). Sin
embargo, no se han encontrado proteinas que sean similares a LCT1 en los genomas
de Arabidopsis o de arroz, indicando que LCT1 puede ser una proteina especifica de
trigo (Apse y Blumwald, 2007).

Debido a que la inhibicién del influjo de Na® por el Ca*” no es completa,
deben existir otros procesos de entrada de Na* independiente de Ca®". Asi, se ha
atribuido a un transportador de la subfamilia 2 de HKT, HKT2;1 (Platten et al., 2006;
Figura A5) un papel relevante en la entrada de Na' en la planta (Tester y Davenport,
2003, Apse y Blumwald, 2007; Figuras A4 y AS5). Los ensayos realizados en

sistemas heterologos (oocitos de Xenopus y levaduras) determinaron que a nivel
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funcional, los transportadores OsHKT2;1 y OsHKT2;2 de arroz, TaHKT2;1 de trigo
y HVHKT2;1 de cebada son permeables a K' y Na" (Rubio et al., 1995; Golldack et
al., 2002; Haro et al., 2005), pudiéndose detectar en estas condiciones un simporte
Na™-K" (Rubio et al., 1995; Haro et al., 2005; Jabnoune et al., 2009). En estos
sistemas heterologos, altas concentraciones externas de Na™ favorecen el influjo de
Na', mientras que altas concentraciones externas de K’ lo inhiben (Rubio et al.,
1995; Gassmann et al., 1996; Horie et al., 2001; Garciadeblas et al., 2003). Existen
sin embargo datos contradictorios que muestran que la expresion de TaHKT2;1 y
HvHKT2;1 en estos sistemas heterdlogos puede modificar las propiedades de
transporte en funcion del plasmido empleado (Haro et al., 2005).

Laurie et al. (2002) mostraron que TaHKT2;1 estaba relacionado con la
entrada de Na' a la raiz de la planta en presencia de altas concentraciones externas de
Na’ (100-200mM). En este sentido se ha podido localizar OsHKT2;1 y PutHKT2;1,
de Puccinellia tenuiflora, en el plamalema de la epidermis y células corticales de la
raiz (Horie et al., 2007; Ardie et al., 2009). El papel de estos transportadores en la
planta ha sido elucidado gracias a los andlisis de expresion y de transporte, de forma
que cuando existe un déficit de K* en el medio externo se produce un aumento de la
expresion de OsHKT2;1 y un aumento de la absorcién de Na' en las raices de las
plantas. Asimismo, en presencia de concentraciones moderadas de Na' se produce
una disminucién en los niveles de expresion de OsHKT2;1 y en la entrada de Na' en
las raices (Horie et al., 2001 y 2007; Garciadeblas et al., 2003). De acuerdo con todos
estos resultados OsHKT?2;1 no parece ser la via masiva de entrada de Na', sino que
mas bien, participaria en la absorcion de Na’ de alta afinidad en condiciones de
deficiencia en K', de forma que el Na' podria sustituir al K' en algunas de sus
funciones, fundamentalmente osmoticas y a baja salinidad (Rodriguez-Navarro y
Rubio, 2006; Horie et al., 2007).

Existen sin embargo algunos indicios que muestran que no todos los

transportadores de la subfamilia 2 de HKT tienen la misma funcion. La
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sobreexpresion en Arabidopsis de OsHKT2;1 ha mostrado que este transportador
efectivamente interviene en la absorcion de Na' cuando las concentraciones de K
son bajas, mientras que los estudios de sobreexpresion de PutHKT2;1 han mostrado
que este transportador interviene en la absorcion de Na™ cuando las concentraciones
de K son altas (Ardie et al., 2009). En este sentido, Yao et al. (2010) han observado
diferencias en los patrones de selectividad cationica entre OsHKT2;1 y OsHKT2;2,
ya que éste ultimo no muestra la capacidad de absorber Na“ cuando en el medio
existen bajos niveles de K', y ademas presenta actividad de cotransporte, puesto que
el K" estimula la captura de Na” y el Na" estimula la entrada de K (Pardo, 2010).
Algunos transportadores de alta afinidad de K™ de la familia KUP/HAK/KT
parecen tener también capacidad de mediar el transporte de Na™ de baja afinidad a
concentraciones elevadas de Na' (Santa-Maria et al., 1997). Los transportadores de
alta afinidad AtHAKS y AtKUP1 tienen una alta capacidad de discriminar entre K" y
Na’, aunque disminuyen su actividad de captacion de K en presencia de altas
concentraciones de Na" (Fu y Luan, 1998; Rubio et al., 2000; Martinez-Cordero et
al., 2004 y 2005). A este respecto, en plantas glicofitas como Arabidopsis y tomate,
se ha descrito que AtHAKS y LeHAKS aumentan su expresion cuando existen bajas
concentraciones extracelulares de K™ (Nieves-Cordones et al., 2008), siendo
LeHAKS el principal responsable de la captura de K’ en presencia de
concentraciones de K" inferiores a 0.01mM (Rubio et al., 2010). Se ha comprobado
que estos mismos transportadores disminuyen su expresion en presencia de altas
concentraciones de Na' (Rubio et al., 2000; Nieves-Cordones et al., 2008 y 2010).
En halofitas, como Thellungiella halophila, la disminucion de la expresion de HAK
en presencia de Na' es menos acusada (Aleman et al., 2009), mientras que en
Mesembryanthemum crystallinum el Na™ produce un aumento de la expresion de las
proteinas McHAK1 y McHAK?2 (Su et al., 2002). También se ha observado que los
niveles de transcritos de KUP2 disminuyen en la parte a¢rea de plantas tratadas con

NaCl (Maathuis, 2006).
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Se ha descrito que algunos canales de tipo Shaker (Bertl et al., 1997), como el
canal de tipo KIR (K' Inward-Rectifying channel), AtAKT1, son la causa de la
disminucion de la absorcién de K inducido por elevadas concentraciones de Na" (Qi
y Spalding, 2004; Nieves-Cordones et al., 2010; Rubio et al., 2010), debido a que la
despolarizacion de la membrana causada por las altas concentraciones externas de
Na' hace el transporte pasivo de K termodinamicamente imposible (Shabala et al.,

2005; Figura AS).

Epiderm
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Figura A5. Efectos negativos de la salinidad sobre la homeostasis de K" y las relaciones ionicas
en plantas. Niveles elevados de Na' en la solucién del suelo inducen la salida de agua fuera de
la célula siguiendo el gradiente osmético (1). Las hojas sufren igualmente este efecto osmotico
debido a la acumulacién de Na" en el apoplasto (6). La salinidad reduce sustancialmente la
disponibilidad de K" por las raices como resultado de la baja actividad de K" en el la solucién
del suelo (2). EI Na" compite con el K por sus sitios de absorcion en la membrana plasmética
incluyendo los transportadores de baja afinidad (3) y alta afinidad (4). Este ultimo punto esta en
entredicho (ver texto). Finalmente, la salinidad incrementa drasticamente la pérdida de K a
través de los canales KOR (5). Modificado de Shabala y Cuin (2008).
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A5.2. Extrusion o compartimentacion activa de Na'.

Como se ha mencionado anteriormente, en presencia de niveles elevados de
Na' fuera de la raiz o de la célula, el gradiente electroquimico hace que la toma de
Na' sea pasiva y que el eflujo de Na” sea un proceso activo. Mientras la extrusion de
sodio en hongos y animales se realiza de forma muy eficaz a través de Na'-ATPasas
y ATPasas Na'/K', respectivamente, estas bombas estan ausentes en plantas
superiores (Horie y Schroeder, 2004), si bien se han descrito Na'-ATPasas en el
musgo Physcomitrella patens (Benito y Rodriguez-Navarro, 2003). Ello sugiere que
este mecanismo de extrusion de Na' se ha perdido durante la evolucion en las plantas
terrestres, las cuales se han desarrollado en medios poco salinos y a bajas
concentraciones de K (Benito y Rodriguez-Navarro, 2003). En plantas, la exclusion
de Na’ del citoplasma se realiza por un proceso de transporte activo secundario,
mediado por sistemas antiportadores Na'/H" localizados en la membrana plasmatica
o en las membranas intracelulares (vacuolar/endosomal). Aunque existian numerosas
evidencias bioquimicas de la presencia de sistemas de antiporte Na'/H' en estas
membranas, la identificacion de genes que codifican posibles antiportadores Na'/H"
es relativamente reciente y se ha producido fundamentalmente una vez secuenciado
el genoma de Arabidopsis (Apse y Blumwald, 2007).

Una vez completa la secuenciacion del genoma de Arabidopsis se ha
identificado un total de 42 genes que codifican proteinas que forman parte de la
familia de antiportadores cation/proton (CPA, Cation Proton Antiporters) (Saier
1999, Miser et al., 2001; Sze et al., 2004). En Arabidopsis se han identificado cuatro
subfamilias de antiportadores cation/proton (CaCA, NhaD, CPA1 y CPA2), que
intercambian Ca®", Na', K™ y Mg”" por H™ (Miser et al., 2001). La familia CaCA
esta formada por once miembros que parecen estar relacionados con el transporte de
iones divalentes, como Ca’, Cd*" y Mn”>" (Cheng et al., 2002). La familia NhaD
cuenta con tan s6lo dos miembros, ain no caracterizados. Algunos aspectos de su

funcion se trataran en el apartado A8. Las proteinas de las subfamilias CPA1 y CPA2
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contienen un dominio de intercambio Na'/H' (http://www.sanger.ac.uk/cgi-
bin/Pfam/getacc?PF00999). La subfamilia CPA1 estd constituida por las proteinas
tipo NHX (6) y SOS (2), y la CPA2 por transportadores de tipo CHX (28) y KEA
(6). La actividad de los transportadores KEA de plantas ha sido muy poco estudiada.
Recientemente, investigadores del laboratorio donde se llevd a cabo este trabajo de
Tesis Doctoral han puesto de manifiesto, mediante estudios de expresion heterdloga
en levadura, que los genes AtKEA, mdas proximos por homologia de secuencia a
Khalp y AtCHX20 de la familia CPA2, podrian ser homologos funcionales de los
genes NHX de la familia CPA1 (Aranda, 2010). Estos estudios también han
evidenciado que los transportadores AtKEA1 y AtKEA2 podrian funcionar como
antiportadores K'/H" en vacuolas o prevacuolas, contribuyendo de esta forma a la
acumulacion vacuolar de cationes (Aranda, 2010). Los transportadores de la familia
CHX, NHX y SOS estan implicados en el transporte de Na', Li" y K" en
plasmalema, tonoplasto, compartimentos endosomales y cloroplastos, y juegan
papeles esenciales en la homeostasis intracelular de K, Na" y H™ (Wu et al., 1996;
Bressan et al., 1998; Darley et al., 2000; Shi et al., 2000; Quintero et al., 2002; Shi et
al., 2002; Venema et al., 2002; Apse et al., 2003; Venema et al. 2003; Cellier et al.,
2004; Qiu et al., 2004; Sze et al., 2004; Brett et al., 2005b; Leidi et al., 2005; Shabala
et al., 2005; Hall et al., 2006; Maresova y Sychrova, 2006; Apse y Blumwald, 2007,
Padmanaban et al., 2007; Rodriguez-Rosales et al., 2008; Rodriguez-Rosales et al.,
2009; Zhao et al., 2008; Olias et al., 2009a y 2009b, Leidi et al., 2010).

A5.2.1. Eflujo de Na®.

El control del eflujo de Na' parece ser mas importante que el influjo en la
regulacion del 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).
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La extrusion de Na' en plantas superiores estd dirigida 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 (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 transportadoras de Na" (P-
ATPasas), inexistentes en plantas superiores (Benito et al.,, 2002; Benito y
Rodriguez-Navarro, 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 (AtNHX7) (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, 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 regulacion de la homeostasis del K™y Na' y el desarrollo de la planta. Puesto
que el estudio de estos genes es objetivo fundamental de este trabajo de Tesis
Doctoral, cada uno de los componentes de la ruta SOS serd revisado con mayor

detalle en un apartado independiente (apartado A7).
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A5.2.2. Compartimentacién vacuolar de Na" y K.

Tanto en plantas halofitas como en glicofitas tolerantes existe una clara
correlacion entre compartimentacion ionica vacuolar y tolerancia a la salinidad
(Blumwald et al., 2000). Ello reporta dos ventajas: la recuperacion de la turgencia
por el ajuste osmotico con sales (como osmotico barato) y la evitacion de la
toxicidad i6nica en el citoplasma. Esta capacidad estd ligada directamente a la
velocidad de crecimiento, mas 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) (Yeo, 2007; Figura A4 y AS5). La inclusion de Na“ y CI” en la
vacuola, constituye, por tanto, otro de los mecanismos importantes del
mantenimiento de la alta razén K'/Na" citosélica. Dicho proceso se lleva a cabo por
la accion de sistemas antiportadores Na'/H™ que estdn acoplados a un gradiente
electroquimico de H™ generado por la accién de la V-ATPasa y V-PPasa de
tonoplasto (Ballesteros et al., 1996 y 1997; Kerkeb, 2000; Blumwald et al., 2000;
Gaxiola et al., 2001; Rodriguez-Rosales et al., 2009).

La identidad molecular de dichos antiportadores se ha atribuido a las
proteinas de las familias NHX y CHX, que se localizan en membranas endosomales
o vacuolares (Apse et al., 1999; Hamada et al., 2001; Venema et al., 2002; Xia et al.,
2002; Yokoi et al., 2002b; Venema et al., 2003; Fukuda et al., 2004b; Ohnishi et al.,
2005; Vasekina et al., 2005; Vera-Estrella et al., 2005; Yoshida et al., 2005; Hall et
al., 2006; Li et al., 2006a; Maresova y Sychrova, 2006; Pardo et al., 2006;
Padmanaban et al., 2007; Rodriguez-Rosales et al., 2008; Zhao et al., 2008;
Rodriguez-Rosales et al., 2009). Cellier et al., (2004) sugirieron que al menos un
miembro de familia CPA2, AtCHX17, puede contribuir a la adquisicion de K' y a su
homeostasis bajo condiciones salinas, ya que los niveles de transcrito de este gen
aumentan en dichas condiciones (Maathuis, 2006). Igualmente se ha demostrado que
el transportador AtCHX20 complementa la sensibilidad a la deficiencia de K a pH
alcalino provocada por la disrupcion del transportador intracelular SCKHA1 en
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levadura (Padmanaban et al., 2007). En Arabidopsis, AtCHX20 estaria implicado en
la osmoregulacion y posiblemente en la regulacion del pH en endosomas de células
guarda (Padmanaban et al., 2007). Por ultimo, se ha demostrado que el transportador
AtCHX23 que se localiza en cloroplastos, estaria implicado en la regulacion del pH
citoplasmatico y posiblemente en el mantenimiento de un pH elevado en el estroma
del cloroplasto, necesario para la sintesis de ATP (Padmanaban et al., 2007).

Se ha sugerido que los principales antiportadores implicados en la
acumulacion de Na™ en vacuolas son las proteinas de la familia NHX. Sin embargo,
se ha demostrado también que algunos transportadores NHX estan claramente
implicados en la regulacion del pH vacuolar (Fukada-Tanaka et al., 2000), y que al
menos algunos miembros de esta familia tienen una localizacion endosomal, y
catalizan un intercambio K'/H" (Venema et al.,, 2003, Rodriguez-Rosales et al.,
2008), Recientemente se ha demostrado que el incremento en la tolerancia a la
salinidad de plantas de tomate transgénicas que sobrexpresan el antiportador
vacuolar de Arabidopsis AtNHX1, estd fundamentalmente asociado al control de la
homeostasis del K* (Leidi et al., 2010).

Puesto que el estudio de los transportadores NHX es también objetivo
fundamental de este trabajo de Tesis Doctoral, la familia de proteinas NHX sera

revisada con mayor detalle en un apartado independiente (apartado A6).

A5.3. Transporte de Na" a larga distancia.

Como se ha mencionado anteriormente, ademas de SOS1, los
transportadores de tipo HKT juegan un importante papel en el control de la
homeostasis de Na" y K" a través de su participacion en el transporte de Na' a larga
distancia (Rodriguez-Navarro y Rubio, 2006; Pardo et al., 2006). Mientras que en
dicotileddneas, como Arabidopsis se ha identificado un miembro, y en Eucalyptus o

en Messembryanthemus, al menos dos miembros, en gramineas, se han descrito hasta
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9 genes en arroz y un numero similar en trigo y cebada (Miser et al., 2001;
Garciadeblas et al., 2003; Platten et al., 2006; Huang et al., 2008). Basada en la
estructura génica y su secuencia aminoacidica, esta familia de transportadores se
subdivide en dos subfamilias, diferenciadas esencialmente por el tamafio de sus dos
intrones y la presencia de un determinado aminoécido 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 tienen 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 acumulacién en la parte aérea
(Figura A4) (Ren et al., 2005; Rus et al., 2005; Rodriguez-Navarro y Rubio, 2006;
Munns y Tester, 2008; Huang et al., 2008). La subfamilia 2 so6lo incluye hasta la
fecha miembros de gramineas y tiene como representante tipo a HKT2;1 de arroz,
cebada y trigo. HKT2;1 es un transportador de Na" de alta afinidad, inhibible por K",
ubicado en las células epidérmicas y corticales de la raiz y que parece ser el
responsable en gran medida de la entrada de Na' en condiciones de deficiencia de
K. Sin embargo, también existen indicios de un posible papel en la absorcion de Na*
a alta afinidad cuando hay un medio suficiente en K' e incluso algunos presentan
capacidad de cotransporte Na'-K" (Horie et al., 2007; Ardie et al., 2009; Yao et al.,
2010) (ver apartado AS.1).

AtHKTI;1, tnico miembro de esta familia en Arabidopsis (Uozumi et al.,
2000; 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
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tolerancia a la sal en Arabidopsis al participar en la redistribucion de Na' en
raiz/parte aérea, reduciendo su acumulacion en hojas (Maéser et al., 2002a). El
fenotipo de las lineas mutantes de AtHKT1;1 (athktl) se caracteriza por una alta
sensibilidad a la sal asociada a una mayor acumulacion de Na' en la parte aérea y una
menor acumulacion de Na' en raices (Rus et al., 2004; Sunarpi et al., 2005). Aunque
la mutacion en AtHKTI;1 fue capaz de rescatar el fenotipo sensible a la sal de
plantas mutantes sos (Rus et al., 2001 y 2004), este transportador no participa en la
absorcion de Na' por las raices, ya que el influjo unidireccional del catiéon no se
afect6 en los mutantes athktl (Essah et al., 2003; Davenport et al., 2007). Si bien, se
ha sugerido su participacion en procesos de recirculacion de Na™ via floematica
(Berthomieu et al., 2003; Figura AS), la funcion 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 16n desde los vasos xilemadticos 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 analoga a AtHKTI,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).

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 (Quantitative Trait Loci) de halotolerancia relacionados
con la homeostasis de K"y Na' en la parte aérea. La identificacién de un gen que
codifica a un transportador de Na’ en arroz, SKCI, que se corresponde con el gen
OsHKTI;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 resultd ser mas
activo en la variedad tolerante que en la sensible, correlacionandose con una menor

.« + + r 4
acumulacion de Na™ a la vez que una mayor de K™ en la parte aérea. Se demostrd que
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la causa de su mayor actividad no era una mayor expresion génica en la variedad
tolerante, sino variaciones en algunos aminodcidos (concretamente 4) en la secuencia
codificante del alelo tolerante, que le procuraba una mayor eficacia en la descarga de
Na' del xilema, e indirectamente, una mejora en la razén K'/Na" de la parte aérea.

Se han identificado en trigo duro dos loci, Naxl y Nax2, ambos
determinantes de una menor acumulaciéon de Na™ y subsiguientemente, una mayor
razon K'/Na' en las hojas (Figura A4) (James et al., 2006). Nax2 funciona en raices
reduciendo el transporte de Na' desde la raiz a la parte aérea, mientras que Nax/
mejora la retencion en la vaina, restringiendo la cantidad de Na' que llega a la hoja.
El mapeo de alta resolucion de la region del locus Nax! identifico el gen TmHKT7-
Al (TmHKTI1:;4-A1), que fue polimorfico entre las lineas tolerantes a la sal y las
sensibles y cosegregd con Nax/ (Huang et al., 2006; Horie et al., 2009). El gen
TmHKTI;5 podria ser el candidato del locus Nax2, no encontrandose variacion
alélica alguna, sino su ausencia o presencia entre las lineas tolerantes y sensibles a la
sal (Byrt et al., 2007). Por el contrario, en dos ecotipos de Arabidopsis tolerantes a la
salinidad, se correlaciond los bajos niveles de expesion de un alelo de AtHKTI en
raices (Rus et al., 2006) con una mayor acumulacion de Na" en la parte aérea, debido
a la incapacidad de retirar Na' del xilema. Por tanto, este rasgo se asociaba con una
mejor tolerancia a la sal en estos ecotipos.

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 SOSI1 actuaria de forma bidireccional, extrayendo Na' del xilema con
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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. Esta hipotesis de SOS1 trabajando en reverso
para retirar Na' del xilema en condiciones de alta salinidad esta actualmente puesta
en entredicho (Apse y Blumwald, 2007), sobre todo, a la luz del preponderante papel
del transportador de Na', AtHKTI, en la retirada de Na' del xilema, y que al igual
que SOSI, se expresa preferentemente en las células parenquimadticas del xilema
(Berthomieu et al., 2003; Sunarpi et al., 2005).

En tomate, lineas suprimidas de SOS1 revelaron que este transportador
participaba en el mecanismo de tolerancia a la salinidad, no solo evitando la entrada
masiva de Na' por las raices a través de su actividad extructora de Na' al medio, sino
también jugando un papel esencial en la distribucién de Na' en los 6rganos vegetales
y en la capacidad de las plantas de tomate de retener Na™ en tejidos como el tallo,
previniendo asi que el Na" alcance los tejidos en desarrollo (Olias et al., 2009a). A
este respecto, se ha propuesto que la funcidon de transporte de SOS1 en tomate debe
de estar estrechamente coordinada con la de HKT1 para el control de la homeostasis
de Na" y K" (Olias et al., 2009b), como se habia sugerido previamente en
Arabidopsis (Pardo et al., 2006). Asi, SISOS1 podria mediar la transferencia del Na"
desde el parénquima xilematico al xilema, preferencialmente en las raices, mientras
que otro transportador, SIHKT1, podria mediar el flujo inverso (por ejemplo, la
descarga de Na" del xilema en las partes proximales del tallo). La accion coordinada
de ambos determinaria en ultimo término la cantidad de Na' que deja las raices, la
que se retiene en el tallo o la que se transfiere a las hojas. También SISOS1 podria
contribuir en la exclusion de Na“ desde el citosol de las hojas jovenes hacia el
apoplasto, evitando la acumulacién intracelular de Na’ en células con un sistema
vacuolar escasamente desarrollado. Mientras que SIHKT1 podria actuar
predominantemente en hojas expandidas o maduras, cuyas células presentan un

sistema vacuolar bien desarrollado, que puede acumular Na' retirado por HKT1 del
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xilema o del apoplasto. Resultados previos obtenidos en relacion a AtCBL10
(SCaBP8), un homologo de AtSOS3 encajan en esta hipdtesis. AtCBLI0, a
diferencia de SOS3, especifica de raices, se expresa solo en la parte aérea y parece
estar también implicado en la tolerancia a la sal regulando la acumulaciéon 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 (Quan et al., 2007; Luan, 2009; Luan et al., 2009; Figura A4).

A6. Transportadores NHX.

El primer miembro de la familia NHX identificado en plantas fue AtNHX1
(Gaxiola et al., 1999), que mostré homologia con los antiportadores Na'/H" NHE de
membrana plasmatica de células animales y SCNHX1 de levadura. Se ha demostrado
que la expresion de AtNHX1 en levadura complementa la sensibilidad a NaCl
causada por la disrupcion del gen ScCNHX1 (Gaxiola et al., 1999; Quintero et al.,
2000). Brett et al. (2005a) propusieron la agrupacion de las proteinas NHE6 y NHE7
humanas, SCNHX de levadura y AtNHX1 de Arabidopsis en una nueva subfamilia
NHE de antiportadores Na'/H' intracelulares. Posteriormente, se han identificado
muchos mas antiportadores intracelulares, ahora llamados NHX, en plantas, hongos y
animales.

En plantas se han descrito varias isoformas de transportadores NHX. En
Arabidopsis se han descrito 6 miembros, AtNHX1 a AtNHX6, y en tomate, se
identificaron 4 miembros, denominados LeNHX1, LeNHX2, LeNHX3 y LeNHX4
(Venema et al.,, 2003; Galvez, 2009). LeNHX2 ha resultado ser el primer
antiportador K'/H" endosomal descrito en plantas (Venema et al., 2003; Rodriguez-

Rosales et al., 2008).
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Las proteinas NHX estan divididas en dos clases: Clase-1 y Clase-II (Pardo et
al., 2006), con aproximadamente 20 a 25 % de identidad entre ellas (Brett et al.,
2005a). Las secuencias de Clase-I son muy divergentes de otras secuencias NHX y
hasta ahora han sido identificadas en monocotiledoneas y dicotiledoneas tanto
angiospermas como gimnospermas, asi como en el musgo Physcomitrella patens.
También se han encontrado secuencias relacionadas con las secuencias de Clase I,
aunque de forma muy lejana, en algas verdes como Chlamydomonas reinhardtii,
Osteococcus lucimarinus 'y Osteococcus tauri, lo que podria indicar una
especializacion de los antiportadores de Clase-I en plantas terrestres. Una
caracteristica comun a las isoformas NHX de la Clase-I hasta ahora estudiadas es su
localizacion en la membrana vacuolar. La tnica excepcién a la localizacion vacuolar
de estos transportadores fue encontrada por Vera-Estrella et al. (2005), quienes
detectaron una proteina de 50 kDa reconocida por un anticuerpo policlonal frente a
AtNHX1 en membrana plasmatica, pero no en tonoplasto de raices de Thellungiella.
Las isoformas de Arabidopsis, AtINHX1 a 4, y las isoformas de tomate LeNHX3 y 4
pertenecen a esta clase (Brett et al., 2005a, Gélvez, 2009).

Las secuencias de la Clase-1I se pueden encontrar en angiospermas y en la
gimnosperma Picea sitchensis con miembros ligeramente mas distantes en el musgo
Physcomitrella. Las secuencias Clase II de plantas superiores y musgos presentan
bastantes divergencias con las secuencias homologas en las algas verdes
Ostreococcus lucimarinus y Chlamydomonas reinhardtii. Los antiportadores Clase II
estudiados hasta ahora tienen en comuUn su ubicacion en compartimentos
endosomales. Las isoformas de Arabidopsis, AINHXS y 6, asi como la isoforma
LeNHX2 de tomate pertenecen a esta clase (Brett et al., 2005a; Venema et al., 2003).

La mayor parte de las isoformas se expresan en ausencia de estrés en todos
los tejidos de la planta (Quintero et al., 2000; Hamada et al., 2001; Fukuda et al.,
2004b; Yokoi et al., 2002b; Wu et al., 2004; Zahran et al., 2007; Rodriguez-Rosales
et al., 2008, Zhang et al., 2008; Galvez, 2009; Rodriguez-Rosales et al., 2009) y se
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inducen por estrés salino en hojas (Quintero et al., 2000; Venema et al., 2003;
Kagami y Suzuki, 2005), en raices y hojas (Fukuda et al., 1999; Hamada et al., 2001;
Brini et al., 2005; Zahran et al., 2007), en tallos (Chauhan et al., 2000) o en raices
(Fukuda et al., 2004b; Zo6rb et al., 2004). Algunas isoformas son inducidas por ABA
(Yokoi et al., 2002b; Venema et al., 2003, Li et al., 2009), KCI (Fukuda et al., 1999;
Gaxiola et al., 1999; Fukuda et al., 2004b; Wu et al., 2004), deshidratacion (Li et al.,
2006a), estrés hiperosmotico (Fukuda et al., 1999; Yokoi et al., 2002b; Fukuda et al.,
2004b) o estrés por altas temperaturas (Porat et al., 2002).

Los estudios de expresion realizados en Arabidopsis han determinado que
existe una expresion preferencial de algunas isoformas de los genes NHX. En este
sentido, AINHX1 y AtNHX2 son las isoformas predominantes encontradas en raices
y parte aérea (Yokoi et al., 2002b; Shi et al., 2002; Apse et al., 2003), siendo los
niveles de expresion del resto de isoformas muy inferiores. Ademas, la expresion de
AtNHXI se incrementa en hojas, pero no en raices, por tratamiento con NaCl o ABA
(Quintero et al., 2000). En plantulas, AINHX1 y AtNHX2 se inducen ademas de por
estrés salino, por choque hiperosmoético y tratamiento con ABA; mientras que
AtNHXS se induce solo por estrés salino (Blumwald et al., 2000) y AtNHX4 por
estrés salino y ABA (Li et al., 2009). AtNHX1 y AtNHX2 no son inducibles por
NaCl en mutantes aba?-1, lo que indica que la induccion por NaCl de estos
transportadores es dependiente de la sefializacion por ABA (Shi et al., 2002, Yokoi et
al., 2002b). Los estudios de expresion génica basados en la informacion obtenida de
microarrays confirman la induccion por estrés salino y osmoético de los
antiportadores AtNHX1, 2 y 4 en hojas y AtNHX3 en raices (Hanana et al., 2007,
Winter et al., 2007).

El anélisis de expresion del gen GUS bajo control del promotor de AtNHX1
en plantas de Arabidopsis transgénicas (Shi et al., 2002) y los estudios de hibridacion
in situ (Apse et al., 2003) mostraron que AtNHX1 se expresaba en todos los tejidos

excepto en el apice de la raiz, y presentaba altos niveles de expresion en células
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guarda, en tejidos florales y en células estrechamente asociadas al tejido vascular en
hojas e inflorescencias (Shi et al., 2002; Apse et al., 2003).

El analisis de expresion de los genes LeNHX en tomate mostro que la
isoforma LeNHX?2 se expresaba de forma similar en raices, tallos, hojas, flor y fruto
de plantas de tomate; mientras que LeNHX3 mostraba una expresion diferencial en
tejidos vegetativos y LeNHX4 se expresaba sobre todo en flor y fruto (Galvez,
2009). El efecto del estrés salino sobre los niveles de expresion de los genes
LeNHXs ha sido estudiado en la especie silvestre tolerante a la salinidad Solanum
pimpinelifolium y en la especie cultivada sensible Solanum lycopersicum cv.
volvogradski, observandose que mientras que los niveles de expresion eran similares
en ambas especies en ausencia de estrés, los tratamientos salinos inducian un
incremento en la expresion de las isoformas LeNHX3 y LeNHX4, especialmente en
la especie tolerante (Galvez, 2009). Este incremento en la expresion de LeNHX3 y 4
es consistente con el mayor contenido en Na' en plantas de la especie tolerante
respecto de la sensible cuando ambas se cultivan en condicines salinas, lo que indica
que los transportadores NHX son importantes determinantes de la tolerancia a la
salinidad en tomate (Galvez, 2009).

La expresion preferencial de distintas isoformas NHXs en ciertos tejidos
podria estar relacionada con una funcion especifica. Asi, la proteina InNHX1 de
Ipomea nil, se localiza principalmente en el limbo de las flores donde determina el
color por cambios en el pH vacuolar (Ohnishi et al., 2005) y la proteina VVNHX1 de
uva se localiza fundamentalmente en fruto maduro donde se supone estd implicada
en la acumulacion de K y la expansion de la vacuola durante la maduracién (Hanana

et al., 2007).
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A6.1. Funcion de los antiportadores NHX.

AG6.1.1. Tolerancia a la salinidad.

El papel de los antiportadores NHX en la acumulacion de iones y la tolerancia
a la salinidad se ha estudiado mediante sobreexpresion y silenciamiento de estos
genes, o mediante comparacion de sus niveles de expresion y contenido i6nico en
especies relacionadas que difieren en la tolerancia a la salinidad. En este contexto,
comparando Melilotus indicus, una planta halofita que crece a 400 mM NaCl, con la
especie glicofita relacionada Medicago intertexta, se encontrd6 que la especie
halofitica acumulaba mucho menos Na" y mantenia niveles mas altos de K* que la
glicofita cuando ambas se cultivaban en condiciones salinas. La acumulacion de Na"
y la induccion de la expresion de NHXs en respuesta al estrés salino se encontrd solo
en la especie glicofitica, lo que relaciona la induccion de NHXs con el fenotipo de
acumulacion de Na' de la planta mas sensible a la salinidad (Zahran et al., 2007).
También comparando variedades de maiz que se diferencian en la tolerancia a la sal,
se observo que unicamente en una variedad conocida por excluir Na“ de la parte
adrea, la salinidad aumentaba el nivel de transcritos de NHX en las raices (Zorb et
al., 2004). Asimismo, se observdo que HvNHX1 era inducido mayoritariamente en
raices de cebada, monocotiledonea relativamente tolerante a sal, mientras en el arroz,
la induccion de OsNHX1 era sobre todo observada en parte aérea, lo que sugiere que
la alta tolerancia al NaCl en la cebada esté relacionada con la acumulaciéon de Na' en
vacuolas de las cé¢lulas de la raiz para limitar el transporte a la parte aérea (Fukuda et
al., 2004a, 2004b). Sin embargo, esta conclusion podria ser precipitada ya que el
patron de expresion de otras isoformas de cebada no ha sido estudiado y puede
ocurrir que la isoforma estudiada presente un patron de induccion especifico de raiz.
Algo similar puede ocurrir en arroz donde la isoforma estudiada presenta un patron

de induccioén especifico de parte aérea.
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En tomate, también existe un comportamiento diferencial entre especies con
diferente tolerancia a la salinidad en lo que respecta a la expresion de transportadores
NHX. Se ha demostrado que en condiciones de estrés salino la especie de tomate
silvestre tolerante a la salinidad, Solanum pimpinelifolium, acumula méas Na' en el
tallo y en raiz, manteniendo altos los niveles de K* en estos tejidos, mientras que la
especie cultivada y sensible, S. lycopersicum cv. Volgogradsky, tiende a acumular
mas K en el tallo. En ambas especies, las isoformas LeNHX estudiadas se inducen
por estrés salino con un patron similar en la especie sensible y en la tolerante, si bien
los niveles de induccidon son mas elevados en la especie tolerante, lo que sugiere la
implicacion de los transportadores NHX en la mayor acumulacién de Na' en
Solanum pimpinelifolium (Gélvez, 2009).

Se ha observado que mutantes de Arabidopsis que no expresan AtNHX1 son
mas sensibles al estrés salino, aunque no existen datos sobre la acumulacion de iones
en estos mutantes (Apse et al., 2003). La sobreexpresion de genes NHX ha recibido
mas atencion. Sin embargo, al no tratarse de una expresion especifica de tejido o
inducible por estrés, es posible que las propiedades reguladoras y la localizacion
celular de los transportadores puedan resultar alteradas bajo condiciones de fuerte
sobreexpresion (Yamaguchi et al., 2003, Yamaguchi et al., 2005). Sélo Yang et al.,
(2009) han observado que la sobreexpresion de AtNHX1 no mejora la tolerancia a la
salinidad en plantas de Arabidopsis transgénicas. El resto de los trabajos sobre la
sobreexpresion de AtNHX1 u otras isoformas NHXs de distintas especies de plantas
relaciona estos genes con un incremento de la tolerancia a la salinidad (Apse et al.,
1999; Zhang y Blumwald, 2001; Zhang et al., 2001; Ohta et al., 2002; Wu et al.,
2004; Xue et al., 2004; He et al., 2005; Li et al., 2006a; Brini et al., 2007; Li et al.,
2007; Rajagopal et al., 2007; Verma et al., 2007; Zhao et al., 2007; Chen et al., 2008;
Liu et al., 2008; Rodriguez-Rosales et al., 2008; Shi et al., 2008; Zhang et al., 2008;
Leidi et al., 2010).
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Se ha demostrado que la sobreexpresion en Arabidopsis del transportador
LeNHX2 de tomate estd asociada a una mayor actividad de intercambio K'/H" y
Na'/H" en fracciones de endomembranas purificadas a partir de raices de las plantas
transgénicas. Este aumento de actividad es consistente con el mayor contenido de
K'sin cambios en el de Na' que se observa en las plantas transgénicas respecto de las
no transformadas cuando ambas crecen en presencia de 50 mM NaCl, asi como con
el menor crecimiento de las plantas transgénicas respecto a las no transformadas
cuando ambas se cultivan en condiciones de deficiencia en K (Rodriguez-Rosales et
al., 2008). Resultados similares fueron obtenidos por Leidi et al., (2010) en plantas
de tomate que sobrexpresan AtNHXI1, lo que sugiere que la mayor tolerancia a la
salinidad de las plantas que sobrexpresan LeNHX2 o AtNHX1 est4d mas relacionada
con el control de la homeostasis de K™ que con la compartimentalizacion del Na"
(Rodriguez-Rosales et al., 2008; Leidi et al., 2010). Estos resultados explicarian, al
menos en parte, porqué la mayor tolerancia a la salinidad no siempre esta
acompafiada de un aumento en la acumulacion vacuolar de Na', habiéndose
detectado todas las situaciones posibles: Na™ maés alto y K' mas bajo (Apse et al.,
1999; Chen et al., 2008), Na" y K" mas altos (Brini et al., 2007; Zhao et al., 2007;
Shi et al., 2008), diferencias s6lo marginales (Fukuda et al., 2004b; Li et al., 2007) o
K" més alto y Na" mas bajo (Kang’ethe et al., 2007; Zhang et al., 2008).

No existe una clara correlacion entre la eficacia de los diferentes
transportadores NHX en la tolerancia a la salinidad y su inclusion en la Clase-1 o la
Clase-II o su pertenencia a especies glicofitas o halofitas (Li et al., 2007; Shi et al.,
2008; Zhang et al., 2008). Por tanto, las diferencias en la tolerancia a la salinidad
serian el resultado de una regulacion diferencial de la actividad o expresion de los
antiportadores en especies sensibles o tolerantes.

Recientemente Leidi et al. (2010) han reevaluado el papel de AtNHX1 en la
tolerancia a la salinidad mediante la sobreexpresion del mismo en tomate. Las

conclusiones que derivan de este estudio difieren, al menos en parte, de las
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previamente obtenidas por Apse et al., (1999) y Zhang y Blumwald, (2001) en
estudios de sobrexpresion AtNHX1 en Arabidopsis y tomate. En este sentido, se ha
comprobado que la mayor absorcion de K y el incremento del pool vacuolar del
mismo en las lineas de tomate sobreexpresoras de AtNHXI, respecto a las lineas
control se producia a expensas del K citoplasmico, y era resultado de la mayor
actividad antiporte K'/H" vacuolar en las plantas transgénicas (Leidi et al., 2010).
Ello producia, sin embargo, un fenotipo paradojico de deficiencia de K, capaz de
inducir una sefial de deficiencia de este cation, que estimularia una mayor absorcion
del mismo por las raices. De hecho, las plantas de tomate que sobrexpresan AtNHX1
presentan mayores niveles de transcrito de LeHAKS en raiz que las controles cuando
se cultivan en deficiencia de K, lo cual es consistente con su mayor capacidad de
absorcion de este cation (Leidi et al., 2010). Este fenotipo paraddjico de deficiencia
en K' también se ha observado en plantas de Arabidopsis que sobrexpresan el
transportador LeNHX?2 de tomate (Rodriguez-Rosales et al., 2008). Todo ello apunta
a la necesidad de reexaminar la funcion de estos y otros antiportadores en la
acumulacion intracelular de Na', como proceso clave en la tolerancia a la salinidad.
Tomando como base estas observaciones se puede afirmar que el modelo de
secuestro de 1ones en compartimentos intracelulares, que sugiere que la tolerancia a
sal mediada por NHX es una consecuencia de la acumulacion de Na" téxico dentro
de la vacuola, lejos del citosol, es demasiado simple, y que parte de la tolerancia es
debida a la acumulacion de K o al control de la homeostasis de este cation, aunque
el mecanismo exacto permanezca confuso. En condiciones de estrés salino el K' se
acumula activamente, especialmente en células del mesofilo de la hoja, pudiendo
intervenir los antiportadores NHX en tal acumulacion de K™ (Cuin et al., 2002).
Todas las evidencias fisioldgicas indican que el papel de los antiportadores NHX en
la tolerancia a la salinidad est4 relacionado con el ajuste osmotico por acumulacion
de iones en la vacuola o en compartimentos endosomales. El hecho de que los genes

NHX sean igualmente inducibles por NaCl, KCI o estrés osmotico y de que los
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antiportadores NHX de plantas y levaduras confieran resistencia a altas
concentraciones de KCl y al estrés hiperosmético en células de levadura confirma

este papel (Gaxiola et al., 1999; Nass y Rao, 1999; Fukuda et al., 2004b).

A6.1.2. Homeostasis de K.

Ademas de un papel en el ajuste osmotico por participar en la acumulacion de
Na’ o K" en condiciones de estrés salino, el hecho de que estos transportadores de la
familia NHX intervengan en la homeostasis de K en condiciones normales de
crecimiento (Zhang y Blumwald, 2001; Venema et al., 2002; Venema et al., 2003),
sugieren que la principal funcion de estas proteinas sea la del transporte de K'. La
mayor parte del K celular estd presente en la vacuola donde esta implicado en el
mantenimiento del turgor y en la expansion celular, mientras que el K'
citoplasmatico tiene funciones tanto osmoticas como bioquimicas. El K' es
activamente incluido en la vacuola en condiciones de crecimiento normales; sin
embargo, es transportado activamente desde la vacuola al citoplasma en situaciones
de deficiencia severa de K™ para mantener las concentraciones citosélicas adecuadas.
En estas condiciones se produce una acidificacion del citoplasma que podria
representar una sefial para inducir la toma de K' de alta afinidad, o el eflujo de K"
desde la vacuola (Walker et al., 1996). Una disminucion del gradiente de pH entre la
vacuola y el citoplasma podria también disminuir la fuerza motriz que utiliza el
mecanismo de antiporte K'/H" para la acumulacion de K*. Termodinamicamente, la
entrada activa de K* en la vacuola en condiciones de suficiencia de K™ puede ser
mediada por un antiportador K'/H", pero el eflujo activo requiere un sistema de
simporte K'/H"™ (Walker et al., 1996), suponiendo que la vacuola sea mas acida que
el citoplasma, una condicidon que al parecer no siempre se presenta (Yoshida et al.,
2005). Como ya se ha mencionado, la sobreexpresion de AtNHX1 en tomate provoca
sintomas de deficiencia a pesar del aumento de la toma y del contenido de K (Leidi

et al., 2005; Pardo et al., 2006; Leidi et al., 2010). Por otra parte, los mutantes de
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Arabidopsis que no expresan AtNHXI1 tienen menor area foliar y las células
epidérmicas tienen un menor tamafo, lo cual estd posiblemente relacionado con un
déficit vacuolar de K, necesario para la generacion de turgor y la expansion celular.
En relacion con ello se ha observado que estos mutantes exhiben una tasa mas baja
de toma de K en raices, asi como menor contenido de K en parte aérea (Leidi et al.,
2005; Pardo et al., 2006). El alto nivel de expresion de algunas proteinas NHX en
células guarda estomaticas también sugiere que estas proteinas son esenciales para la
acumulacion del K vacuolar y los cambios de turgor rapidos que ocurren en estas
c€lulas (Shiy Zhu, 2002; Apse et al., 2003; Leidi et al., 2005).

Un andlisis de array del ADN de mutantes nulos nix mostré una expresion
incrementada del sistema de toma de K' de alta afinidlad KUP7/HAK7, y una
expresion disminuida del sistema putativo de transporte de K' AtKEA4, lo que
indica un papel de AtNHX1 en la homeostasis de potasio (Sottosanto et al., 2004). El
alto nivel de expresion de algunas isoformas NHX en conocidos sumideros de K"
como son frutos o flores, donde el crecimiento es dependiente de la expansion
celular, indica un papel de las mismas en la acumulacién de K' vacuolar. A este
respecto, se sugirié que el alto nivel de expresion de la proteina VVNHXI1 en uva
durante el proceso de maduraciéon estaba relacionado con la acumulacion de K*
vacuolar para dirigir el flujo de agua hacia el fruto y asi aumentar el tamafo de la
baya (Hanana et al., 2007). También en Ipomea tricolor, ademas del papel en la
determinacion del pH vacuolar y el color de la flor, se ha sugerido que la induccion
simultinea de NHXI1, V-ATPasa, V-PPasa y P-ATPasa es necesaria para la
acumulacién de K™ con el objeto de reducir el potencial hidrico y conducir la

expansion celular durante la floracion (Yoshida et al., 2005).
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A6.1.3. Regulacion del pH celular.

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

La participaciéon de los genes NHX de plantas en la regulacion del pH
vacuolar se ha demostrado claramente al haberse comprobado que el cambio en color
de las flores de Ipomea tricolor cv Heavenly Blue de rojo violaceo a azul, es causado
por un aumento de pH vacuolar de 6.6 a 7.7 durante la apertura de la flor, ya que el
pH determina el color de las antocianinas vacuolares (Fukada-Tanaka et al., 2000;
Yoshida et al., 2005). Se ha descrito en [pomea Nil, especie emparentada con [pomea
tricolor, que una mutacion en un gen NHX conlleva la aparicion de flores parpura,
debido a la incapacidad de la planta mutante para incrementar el pH vacuolar,
condicion necesaria para producir pétalos azules (Fukada-Tanaka et al., 2000). El
alto pH vacuolar sugiere que las vacuolas son alcalinas respecto al citosol. El
desarrollo de tal pH alcalino por un mecanismo de antiporte electroneutro K'/H"
requeriria concentraciones mas altas de K en el citoplasma que en la vacuola, tal
como ocurre en condiciones de agotamiento de K’ en células corticales y

epidérmicas de raiz de cebada (Walker et al., 1996).
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A7. Ruta SOS: descripcion de sus componentes.

Como se comentd en el apartado AS5.3.1., la identificacién de los miembros
de la ruta SOS (salt overly sensitive-extremadamente sensibles a la sal-) surgi6é de un
cribado de semillas mutadas con varios agentes mutagénicos (Wu et al., 1996). Los
mutantes sos eran hipersensibles a altos contenidos externos de Na™ o Li" y eran
incapaces de crecer a bajas concentraciones de K externo (Zhu, 2002).

En la ruta SOS participan esencialmente las proteinas SOS1, 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" (Zhu, 2002; Shi et
al., 2002, Figura A6). Esta ruta de sefializacion del estrés i6nico es especifica de
plantas, ausente en levaduras e independiente de ABA (Xiong y Zhu, 2001; Serrano
y Rodriguez-Navarro, 2001).

Aunque el mecanismo de sefializacion del estrés 16nico y osmotico no ha sido
completamente esclarecido, en Arabidopsis se sabe que la respuesta al aumento de
Na' en el medio de crecimiento de las raices es un aumento del Ca** citosolico libre
(Kiegle et al., 2000; Knight et al., 1997; Knight, 2000; Moore et al., 2002; Tracy et
al., 2008), sefial que seria detectada por la proteina 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).
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Na+

I » [Ca*]

Figura A6. Representacion esquematica del funcionamiento de la ruta SOS. Una alta
concentracion de sal externa dispara una sefial de Ca®" en el citosol que activa a SOS3, que
interacciona especificamente con SOS2. Este complejo SOS2/SOS3 fosforila a SOSI
activando el eflujo de Na" a través del plasmalema. La activacion por fosforilacion de SOS1
requiere el anclaje a la membrana plasmatica del complejo SOS2/SOS3, a través de la
miristoilacion del extremo N-terminal de SOS3 (Zhu, 2002).

Ademas de SOS1, SOS2/SOS3 podria regular (positiva o negativamente)
otros transportadores implicados en la homeostasis idnica en condiciones de estrés
salino. Asi, AtSOS2 parece regular transportadores implicados en Ia
compartimentacion vacuolar de Na" en condiciones de estrés salino como la H'-
ATPasa vacuolar, y los antiportadores de K, Na”/H', NHX1 y Ca*/H", CAX1 (Qiu
et al., 2004; Cheng et al., 2004; Batelli et al., 2007; Figura A7).
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Figura A7. Regulacion de la homeostasis ionica celular por la ruta SOS en Arabidopsis. La
seflal de estrés salino es percibida por un sensor o receptor presente en la membrana
plasmatica (todavia desconocido), responsable de la activacion de varios transportadores
ionicos de las membranas plasmatica y vacuolar. Dicho complejo podria regular algunos de
transportadores o canales, como KIRC (AKT1), NSCC o KORC, y transportadores como
SOS1 en la membrana plasmatica, y NHX1, CAX1 y V-ATPasa en la membrana vacuolar.
La extrusion de Na' al medio externo por SOSI es energizada por la H-ATPasa de la
membrana plasmatica. Modificado de Tuteja (2007).

A7.1. SOS1.

El antiportador SOSI pertenece a la subfamilia NhaP, dentro de la familia de
proteinas CPA1, y estd relacionado, aunque claramente diferenciado, de los
miembros de la subfamilia NHE/NHX (Brett et al., 2005a; Pardo et al., 2006)
(apartado AS5.3).

El gen SOS1 fue aislado de Arabidopsis mediante clonaje posicional (Shi et

al., 2000). A diferencia de los transportadores NHX localizados principalmente en
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membranas intracelulares (Pardo et al., 2006), SOS1 se localiza en membrana
plasmatica (Shi et al., 2002). En este sentido, los andlisis filogenéticos han puesto de
manifiesto que SOSI esta relacionado con antiportadores Na'/H® de membrana
plasmatica (Brett et al., 2005a).

Los grupos de los Drs. JM Pardo y JK Zhu lograron reconstituir el sistema
SOS de Arabidopsis en cepas de levadura hipersensibles a la sal, demostrando que la
expresion de AtSOS1 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 AtSOS3 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). Del mismo modo, la coexpresion de la
version hiperactiva de la proteina SOS2 independiente de SOS3 (Guo et al., 2001),
incremento la tolerancia inducida por SOS1 en la cepa hipersensible (Quintero et al.,
2002). De forma analoga, también se ha logrado reconstituir en levadura los sistemas
SOS de arroz (Martinez-Atienza et al., 2007) y tomate (Olias et al., 2009%; ElJakaoui,
2009).

En Arabidopsis existe un homodlogo de AtSOSI, AtNHXS, que parece
funcionar como antiportador de plasmalema transportando de forma especifica Li"
(An et al., 2007). AtSOSI 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 CnSOS1A y CnSOSI1B, aisladas de la planta marina Cymodocea nodosa
fueron capaces de transportar K a baja afinidad cuando se expresaban en bacterias
(Garciadeblas et al., 2007).

Las medidas de actividad antiportadora Na'/H" en vesiculas de membrana
plasmatica aisladas de mutantes sos! de Arabidopsis fue inferior a la de las plantas

silvestres (Qiu et al., 2002 y 2003). La adicion de SOS2 in vitro aumentaba la

63



II. ANTECEDENTES CIENTIFICOS

capacidad antiportadora al doble comparada 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
sos1, 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 resultados obtenidos en plantas silenciadas sos/ de
tomate, confirmaron la disminuciéon en la actividad antiportadora Na'/H' en las
vesiculas de membrana plasmatica aisladas, estando esta disminucioén asociada a una
mayor sensibilidad a la salinidad (Olias et al., 2009a).

Los niveles de transcrito de AtSOS1 estan positivamente regulados por el
estrés salino, pero no por ABA o frio, siendo mas abundantes en raices que en parte
acrea (Shi et al., 2000). Los niveles de expresion de AtSOS1 estan regulados por los
miembros de la ruta SOS. En este sentido, en plantas mutantes sos3 de Arabidopsis,
no se observo regulacion de la transcripcion de SOSI1 en respuesta al estrés salino ni
en raiz ni en parte aérea. Sin embargo, en mutantes sos2, la transcripcion de SOS/ si
que estaba regulada por estrés salino en raices, aunque no en parte aérea. En hojas de
P. euphratica, PeSOS1 mostrd el mismo perfil de expresion que en Arabidopsis (Wu
et al., 2007). En Thellungiella halophyla, una especie haldfila muy proxima a
Arabidopsis, se observd un incremento en la expresion de SOS1 en raices y hojas de
plantas control y tratadas con sal (Oh et al., 2007b), indicando que la ruta SOS no es
exclusiva de plantas glicofitas como Arabidopsis, sino que es efectivamente
funcional en halofitas. En tomate, SISOS1 se expresd ubicuamente tanto en especies
tolerantes como en sensibles, incrementandose fuertemente en todos los tejidos en
presencia de un estrés salino, aunque en mayor medida en raices y hojas (El Jakaoui,
2009, Olias et al., 2009a). Este aumento de la expresion en raices esta de acuerdo con
la necesidad de disminuir la absorcion neta de Na' a nivel de las células apicales,

epidérmicas y corticales de la raiz. Mientras que el incremento observado de la
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expresion de SOS! en hojas de tomate por el tratamiento salino, es indicativo de la
participacion de SISOS1 en el eflujo de Na™ desde el parénquima xilematico de las
hojas que restringe la descarga de Na' en las mismas (Olias et al., 2009a) y estaria de
acuerdo con la capacidad bien conocida de las especies tolerantes y sensibles de
acumular Na~ en hojas (Cuartero et al., 1992). Si bien las especies de tomate mas
sensibles a la salinidad acumulan Na™ preferencialmente en raices (Cuartero y
Fernandez-Mufioz, 1999), las especies tolerantes a la sal regularian mejor el Na™ en
la parte aérea que las sensibles, con una distribucion diferencial en tallos y hojas
viejas (Cuartero y Ferndndez-Muioz, 1999; Cuartero et al., 2006), lo que evitaria la
acumulacién de Na™ en las hojas jovenes, desprovistas atin de un mecanismo de
compartimentacion vacuolar (Tester y Davenport, 2003; Yeo, 2007).

Estudios de expresion del promotor de AtSOSI fusionado al gen reportero
GUS, ponen de manifiesto que este transportador se expresa en los tejidos internos
que rodean la vasculatura de la planta completa (Shi et al., 2002). 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' citoplasmatico por SOS1 seria fundamental para
prevenir la acumulacion de este 16n en el apice de la raiz (Shi et al., 2002).

La expresion preferencial de SOS/ en las células parequimaticas que rodean
al xilema sugiere un papel de esta proteina 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 junto a
la comprobaciéon de que las plantas mutantes sos/ acumulan menos Na' que las
silvestres en la parte aérea en condiciones de estrés salino moderado, mientras que

bajo un estrés severo lo acumulan mas, demuestra que SOS1 estd implicado en el
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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).

Estudios electrofisiologicos también han mostrado que AtSOSI estaba
implicado en la homeostasis del K intracelular. Asi, mediante el andlisis de los
flujos netos de K*, H" y Na', se demostré que la mutaciéon de sos/ afectaba a la
homeostasis del K intracelular incrementando la pérdida de K" a través de los
canales de K', KOR, circunscribiéndose no solo al apice de la raiz, sino 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
(Q1 y Spalding, 2004). Estudios electrofisiolégicos habian demostrado que la
capacidad para tomar K por las células de la raiz de estos mutantes no se afectaba en
condiciones control. Sin embargo, en presencia de un estrés moderado 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' afectaba al transporte
pasivo de K" a través de los canales AKT1, 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/.

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 en las respuestas a otros tipos de estreses. Diferentes tipos
de estrés ambiental, incluidos el estrés salino, provocan la acumulacién de altos
niveles de especies reactivas de oxigeno (Ashraf, 2009). En este sentido, la proteina
RCDI1 (radical-induced cell death) es un importante regulador transcripcional de
respuesta al estrés oxidativo y puede estar implicada en una gran variedad de
respuestas al estrés abiotico en plantas (Belles-Boix et al., 2000; Ahlfors et al.,

2004). Katiyar-Agarwal et al., (2006) descubrieron que el extremo C-terminal de

66



II. ANTECEDENTES CIENTIFICOS

SOSI interaccionaba con RCD1 tanto en condiciones de estrés salino como de estrés
oxidativo, lo que ponia de manifiesto que RCDI1 podria esta implicado en la
respuesta a estos dos tipos de estrés. Estudios posteriores han descrito que existe un
incremento en la estabilidad del ARNm de 4A£SOS! inducido por sal, y mediado 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 los pasos iniciales
de la ruta de transduccion comun a varios estreses abidticos. Muy recientemente,
también se han obtenido nuevas evidencias que corroboran que el papel de SOS1 va
todavia mas alld de su mera funcion antiportadora Na'/H", ya que la supresiéon de
SOS1 en el mutante sos/-1 de Arabidopsis atectaba la integridad vacuolar, el trafico
de membrana y la homeostasis del pH en condiciones de estrés salino (Oh et al.,

2010).

A7.2. SOS2.

El gen SOS2 (CIPK24), aislado por clonaje posicional de Arabidopsis,
demostro 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), segun la variable
nomenclatura existente.

En Arabidopsis, AtSOS2 codifica a una serina/treonina proteina quinasa 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 (Liu et al., 2000; Kolukisaoglu et al., 2004). Ambos
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dominios son esenciales para la funcion de SOS2 en la tolerancia a la salinidad (Liu
et al., 2000; Guo et al., 2004; Luan et al., 2009).

Tanto en experimentos en levaduras como in vitro se ha demostrado que
SOS2 interactia fisicamente con SOS3 (Halfter et al., 2000). A partir de estudios
realizados con levaduras se demostr6 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 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 dimerizacidon 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 al dominio quinasa de la proteina sustrato, en
este caso SOS1, y por tanto, su activacion por fosforilacién (Guo et al., 2001 y 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 interaccién de esta
proteina con otras proteinas que intervienen en la respuesta a otros tipos de estreses
como ABI2 (4Bsicic acid-Insensitive 2), de manera que dicha interaccion previene la
union de SOS3 a SOS2 y la subsiguiente activacion del complejo quinasa (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 delecion
del extremo C terminal, que contiene el dominio FISL (Guo et al., 2001 y 2004).

La importancia de SOS2 se ha revelado no solo por ser un mediador en la
respuesta al estrés salino a través de su interaccion con las proteinas de la ruta SOS,

sino también en la regulacion de otras proteinas de transporte de iones.
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Recientemente se ha demostrado la interaccion directa de SOS2 con la H'-ATPasa
vacuolar, asi como también existen evidencias de que interactia con los
antiportadores de K, Na"/H", NHX1 y Ca*/H", CAX1 lo que sugiere que SOS2
puede jugar un papel esencial en la tolerancia a la salinidad y adaptacion en respuesta
el estrés salino (Qiu et al., 2004; Cheng et al., 2004; Batelli et al., 2007; Figura A7).

También se han encontrado puntos de conexion entre SOS2 y la
sefalizacion por ROS, concretamente, mediante su interaccion con las enzimas
nucledsido difosfato kinasa2 (NDPK2) y catalasa, ambas implicadas en la
sefializacion por H,O, (Verslues et al., 2007) y en la respuesta al ABA, a través de su
interaccion con ABI2 (ABA-insensitive 2), una proteina fosfatase de tipo 2C (Ohta et
al., 2003).

En tomate, SOS2 se expreso fuertemente y de manera constitutiva en todos
los tejidos (en raiz, tallo y hojas) de una especie tolerante silvestre (S.
pimpimnellifolium) afectada o no por estrés salino, mientras que en los tejidos de
variedades cultivadas de S. lycopersicum Gnicamente se incremento la expresion de
esta proteina por efecto del estrés salino (EI Jakaoui, 2009). Ello indicaria que, a
diferencia de las especies cultivadas mas sensibles, que deben de inducir su
maquinaria de respuesta al estrés, la especie halotolerante se encuentra en una
situacion de pre-estrés que la prepara para una mejor y rapida respuesta a
condiciones de estrés abiodtico. Esta hipotesis estd apoyada por los resultados
surgidos de la comparacion a nivel transcriptomico entre Arabidopsis y la especie
halotolerante relacionada Thellungiella en respuesta al estrés salino (Gong et al.,
2005).

Ademas de su implicacion en rutas de estrés, SOS2 parece jugar un
importante papel funcional en diversos procesos de desarrollo que van desde la
germinacion hasta la floracion. En este sentido, SISOS2 fue localizado en el
cromosoma 12 de dos poblaciones de lineas recombinantes (RILs -Recombinant

Inbred Line- ), asociado a dos QTLs relacionados con el desarrollo de la hoja y la
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floracion (Villalta et al., 2008); y mas recientemente, se ha puesto de manifiesto su
implicacion en el fotocontrol de la germinacién de semillas de tomate (Auge et al.,

2009).

A7.3. 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, 1997 y 1998;
Guo et al., 2001).

En Arabidopsis, 1a expresion de SOS3 fue especifica de raices, no sufriendo
apenas variacion por efecto de un estrés salino (Quan et al., 2007; Yang et al., 2009),
mientras que en tomate, la expresion también fue especifica de raices, pero
disminuy6 en presencia de un estrés salino (El Jakaoui, 2009).

Ciertos rasgos estructurales de las CBLs sugieren que estos sensores de
calcio pudieran funcionar en diferentes compartimentos subcelulares pudiendo
cambiar su localizacién 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 (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. Las secuencias N-terminales de AtCBL1, AtCBL4/SOS3, AtCBLS y
AtCBL9 albergan motivos conservados de miristoilacion. En el caso de
AtCBL4/SOS3 dicha modificacioén es un requisito indispensable para la tolerancia a
la salinidad, puesto que la activacion de SOSI por el complejo SOS2/SOS3 requiere

el reclutamiento de SOS2 a la membrana plasmatica por el sensor SOS3,

70



II. ANTECEDENTES CIENTIFICOS

debidamente miristoilado (Ishitani et al., 2000; Quintero et al., 2002). Estudios de
localizacion han demostrado que también AtCBL1 y AtCBL9 se localizan en la
membrana plasmatica (Xu et al., 2006; Li et al., 2006b; Cheong et al., 2003).

Recientemente se ha descrito que AtCBL10/SCaBP8, defectivo en el motivo
de miristoilacion en el extremo N-terminal, también recluta a SOS2 a la membrana
plasmatica para activar a SOS1 en los tejidos de la parte aérea (Lin et al., 2009). En
este caso, AtCBL10/SCaBP8, que presenta un largo dominio N-terminal de 25
aminoacidos hidrofobicos, es fosforilado por SOS2, lo cual parece esencial en la
estabilizacion del complejo AtCBL10/SCaBP8-SOS2 en su uniéon a la membrana,
aunque no es un prerequisito para la misma. Segun Kim et al. (2007), la proteina
AtCBL10/SCaBP8 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) y Lin et al. (2009) demuestran que esta proteina recluta a SOS2 a
la membrana plasmatica activando a SOSI para extruir Na" fuera de la célula, y
dicho proceso es dependiente de la fosforilacion de AtCBL10/ScaBP8.

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 descifrar el mecanismo sensor de Ca*".
Asi, la unién del Ca®" promueve la dimerizacion de SOS3, causando un cambio
conformacional que incrementa su caracter hidrofobico y permite su unién al 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 en guisante, PsCBL (Mahajan et al.,

2006).
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AS8. Transportadores NhaD.

Los transportadores de tipo NhaD constituyen un nuevo tipo de
antiportadores de plantas que podrian tener una gran importancia en la acumulacion
intracelular de Na'. Estos transportadores son altamente homologos a los de
halobacterias, caracterizados como antiportadores Na'(Li')/H" (Miser et al., 2001).
NhaD1 de Populus euphratica (PeNhaD1), fue el primer homodlogo descrito en
plantas superiores de esta familia que ha sido caracterizado parcialmente hasta el
momento (Ottow et al. 2005). La caracterizacion de PeNhaD1 se llevé a cabo
mediante estudios de complementacién en la cepa mutante EP432 de Escherichia
coli, 1a cual es defectiva en los antiportadores Na'/H" NhaA y NhaB vy, por ello,
sensible a la salinidad. Dichos estudios demostraron que PeNhaD1 fue capaz de
restaurar el crecimiento de las células EP432 a 400mM NaCl y que la capacidad del
transportador para complementar la sensibilidad a sal del mutante era estrictamente
dependiente del pH, pues solo se observd a pH acidico (Ottow et al., 2005). Los
niveles de transcrito de PeNhaD1 en ausencia de estrés, fueron similares en una
especie tolerante, P. euphratica y en la sensible, Populus x canescens. Sin embargo,
en condiciones salinas, el nivel de expresion se mantuvo en la especie tolerante
mientras que disminuy6 en la sensible, lo que sugiridé un papel relevante de NhaD en
la tolerancia a la salinidad (Ottow et al., 2005).

PeNhaD1 fue inicialmente ubicado en la membrana plasmatica (Ottow et al.,
2005). Estudios posteriores han mostrado que la secuencia codificante de PeNhaD
descrita por Ottow et al., (2005) estaba truncada unos pocos cientos de bases en el
extremo N-terminal, soslayandose dicha region que contiene el péptido senal dirigido
al cloroplasto y que se encuentra en todos los homologos de eucariotas (Barrero-Gil
et al., 2007). Efectivamente, estudios de localizacion con GFP han demostrado que
NhaD1 de Physcomtrella patens (PpNhaD1), Mesembryanthemum crystallinum
(McNhaD), y tomate (Barrero-Gil et al., 2007; Olias et al 2009c; Cosentino et al.,

2010) se localizan en la membrana cloroplastidial. SINhaD1 de tomate se ha
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localizado ademas en plastidios de todo tipo de tejidos (amiloplastos, cromoplastos,
cloroplastos), lo que sugiere que pueda jugar un papel importante en la homeostasis
i6nica y control de pH del plastidio en todos los 6rganos de la planta (Olias et al.,
2009c). La entrada de Na' al cloroplasto, mediada por McNhaD, podria estar
implicada en el ajuste osmotico cuando la planta estd expuesta a un alto estrés salino
(Cosentino et al., 2010). En Arabidopsis, el analisis de la secuencia gendmica predice
dos miembros de la subfamilia NhaD (NHD1 y NHD?2), atn no caracterizados.

Un problema complejo que todavia no puede ser resuelto debido al
desconocimiento del mecanismo de transporte de cationes, es la funcidon concreta de
los transportadores NhaD en la membrana del cloroplasto. Se ha propuesto que los
transportadores NhaD bacterianos catalizan el intercambio electroneutro Na'/H" que
media la salida de Na" a valores acidicos de pH y la entrada de Na" a pH 8.0 (Dibrov
et al., 2005). Este mecanismo podria explicar la tolerancia al Na" y al Li" inducida
por PeNhaD1 (Ottow et al., 2005) y la tolerancia al Li" inducida por la proteina
truncada PpNhaD1-1 que presenta un extremo N-terminal mas corto (Barrero-Gil et
al., 2007). También se ha observado que las proteinas truncadas PpNhaDI1-1 y
PpNhaD1-2 suprimen de forma muy efectiva la deficiente absorcion de K' del
mutante TKW4205 de E. coli y que este efecto es mas claro a pH alto (Barrero-Gil et
al., 2007). Ello parece estar en contraposiciéon con la tolerancia al Li" del mutante
EP432 transformado con PpNhaD1-1, que estd restringida a valores bajos de pH
(Barrero-Gil et al., 2007). No obstante, este efecto dual podria explicarse si
consideramos que PpNhaD1 es un intercambiador Na™ (Li")/K'-H'. Todas estas
consideraciones han llevado a proponer que PpNhaD1 podria funcionar como la
proteina GerN de Bacillus cereus (Thackray et al., 2001), es decir, realizando un
intercambio 1Na'/1K-1H" o 1Na'/2H".

Los escasos estudios existentes hasta el momento en relacion a estos
transportadores en plantas si dejan claro que la elucidacion de su funcidn fisioldgica

precisa de estudios mas exhaustivos a nivel de cloroplasto, asi como la generacion de
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plantas que sobrexpresen o silencien este transportador en las que ademas de un
analisis de fenotipos se pueda determinar en diferentes condiciones experimentales la
actividad de transporte asociada a NhaD. La investigacion en este sentido parece
importante ya que el control de pH a nivel del cloroplasto resulta esencial (Peters y
Berkowitz, 1991) y esta funcion no puede establecerse de forma independiente a la
regulacion de los contenidos en Na'y K.

Ademas de NhaD, el Unico transportador identificado en cloroplasto que
puede mediar el transporte de H' y cationes alcalinos es AtCHX23 (Song et al.,
2004). A diferencia de NhaD, los transportadores CHX23 estdn poco conservados.
Por ejemplo, la identidad de secuencias entre Arabidopsis y arroz para NhaD es del
82 % y para CHX23 es del 41 %. A este respecto, el elevado grado de conservacion
de los transportadores NhaD sugiere que deben tener un papel fundamental en la

funcion del cloroplasto (Song et al., 2004).

A9. El tomate como planta modelo en los estudios de salinidad.

Los antecedentes expuestos en esta memoria, especialmente los provenientes
de la investigacion en plantas modelo como Arabidopsis y arroz, han conducido a la
idea actualmente preponderante de que el mantenimiento de una alta razén K'/Na"
citosolica es el mecanismo clave para la mejora de la tolerancia a la salinidad en las
plantas. El mantenimiento de la homeostasis del K citosélico y la expulsion del Na*
al exterior celular o su compartimentacion en vacuolas, depende de la actividad de
transportadores de Na“ y K, entre ellos, SOS1 y proteinas NHX (Zhu et al., 1998a;
Horie y Schroeder, 2004; Rus et al., 2005; Apse y Blumwald, 2007; Rodriguez-
Rosales et al., 2009; Leidi et al., 2010). La diferencia en la tolerancia a la salinidad
entre glicofitas y halofitas resultaria ser mas bien cuantitativa que cualitativa, ya que
los mecanismos basicos de tolerancia a salinidad muy probablemente se encuentren

conservados en todas las plantas.

74



II. ANTECEDENTES CIENTIFICOS

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). 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 agronoémico (Tester y Bacic, 2005; Davenport et al., 2005 y 2007; Moller y
Tester, 2007; Byrt y Munns, 2008). A este respecto, el tomate constituye un
excelente modelo de planta de cosecha idonea para estudiar dichos aspectos (Foolad,
2007). En este sentido hay que destacar la gran relevancia economica nacional e
internacional del cultivo del tomate, el gran numero de estudios fisioldgicos,
bioquimicos y moleculares de los que ha sido objeto, la posibilidad de ser
manipulado genéticamente, y la gran cantidad de informacion disponible de los
proyectos de secuenciacion a gran escala con la reciente liberacion del borrador de la
secuencia completa (The International Tomato Genome Sequencing Consortium,
http://solgenomics.net/about/tomato_sequencing.pl). Asimismo, el tomate presenta
una gran diversidad genotipica en relacion a la homeostasis 16nica, 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 variedades 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-Mufioz, 1999; Foolad, 2004; Cuartero et al., 2006). La
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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).
Todo ello parece implicar al mdédulo funcional de SOS y a los transportadores NHX
en la regulacion de todos estos procesos.

El tomate es una de las hortalizas més consumidas debido a que se emplea
como producto fresco, donde es muy apreciado en la cocina mediterranea, por su
riqueza en antioxidantes, especialmente en licopenos, y por ser una fuente importante
de vitaminas y minerales en la dieta. Ademds, un tomate de tamafio medio
proporciona el 57% de la cantidad diaria recomendada (RDA) de vitamina C, 25%
RDA de vitamina A, y 8% RDA de hierro, pero con s6lo 35 calorias. Ademas, esta
muy extendido el empleo de sus procesados industriales como son la salsa de tomate,
Ketchup, sopa, puré, zumo, el tomate desecado o en conserva en sus diferentes
variantes.

Desde el punto de vista agrondémico, el tomate es uno de los cultivos
horticolas mas ampliamente distribuido. Segln las estadisticas de la Organizacion de
Agricultura y Alimentacion de las Naciones Unidas (FAOSTAT), el tomate se
cultiva en alrededor de 4.5 millones de hectareas alrededor del mundo con una
produccion de 133,3 millones de toneladas, generando ganancias anuales de 30
billones de dolares, con un gran comercio internacional. En términos de comercio
internacional, Espafia es actualmente el octavo pais productor de tomate y ocupa
junto a México el primer puesto como pais exportador a nivel internacional
(FAOSTAT 2007, http://faostat.fao.org/). El tomate se cultiva normalmente en zonas
altamente productivas, que en Espafia corresponden 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 fenomeno 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
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la gran demanda de agua de alta calidad para consumo humano e industrial (Cuartero

y Fernandez-Muifioz, 1999).

A10. Estrategias genéticas para la mejora de la tolerancia a la
salinidad.

Los métodos de mejora cldsica se basan en continuos retrocruzamientos de
lineas parentales que poseen una caracteristica deseable y posterior seleccion en la
progenie del caracter que se quiera transmitir. A pesar de los considerables avances
obtenidos por medio de los métodos de mejora cléasica, relacionados
fundamentalmente con el aumento del rendimiento y la calidad de los cultivos,
durante el siglo XX se ha avanzado relativamente poco en la mejora de la resistencia
de los cultivos a los diferentes estreses abidticos, entre ellos el estrés salino. Cabe
destacar solo algunos ejemplos en los que se han llegado a obtener algunos cultivares
de alfalfa (Dobrenz et al., 1989;; Al-Doss y Smith, 1998; Dobrenz, 1999; Johnson et
al., 2001) y trigo (Ashraf y O'Leary, 1996; Hollington, 2000) tolerantes a la
salinidad.

Diversos programas de mejora han intentado aplicar de forma
complementaria estrategias tecnoldgicas y bioldgicas (Cuartero et al., 2006). Las
estrategias biologicas, de especial importancia en la 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 fisioldgicos, bioquimicos y moleculares que controlan la tolerancia,
que haga posible una mejor aplicacion de los criterios de seleccion de genotipos, que
conduzca a la identificacion de rasgos halofiticos y, eventualmente, a su aplicacion.

Esta aproximacion presenta un grave inconveniente, ya que muchas de las
especies cultivadas muestran una baja variabilidad genética en lo que respecta a
rasgos de halotolerancia. El empleo de especies silvestres relacionadas, resistentes a

la salinidad de forma natural, como fuente de genes, a pesar de estar descrita en la
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literatura cientifica por algunos autores (Ashraf, 1994; Flores, 2004), no ha sido
ampliamente aplicado. Esto se debe a que la transferencia de los genes implicados en
la tolerancia a la salinidad desde una especie silvestre a una especie doméstica es
dificil, requiere de mucho tiempo (10 a 15 afios) y gran cantidad de mano de obra.
Ademas, por una parte en esta mejora genética por cruzamientos se puede transferir a
la progenie tanto los caracteres deseados como los no deseados y, por otra, la
incompatibilidad reproductiva puede limitar la transferencia de alelos favorables
desde las fuentes inter-especifica e inter-genérica (Ashraf et al., 2008).

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 (Rush y Epstein, 1976;
Moyle y Muir, 2010). Alguna de estas especies silvestres, como Solanum
pimpinellifolium o Solanum cheesmanii soportan concentraciones de 150-200 mM
NaCl, sin merma aparente en el crecimiento (Cuartero y Fernandez-Mufioz, 1999).
Estas especies de comportamiento halofito se diferencian de sus parientes sensibles
de comportamiento glicofito en unos pocos determinantes de tolerancia, entre ellos
los mecanismos responsables del transporte de iones y/o de la sintesis de osmolitos y
sus correspondientes rutas reguladoras (Cuartero y Fernandez-Mufioz, 1999;
Cuartero et al., 2006).

Un importante abordaje funcional es la investigacion sobre el gen o grupo de
genes implicados en un QTLs que determinan rasgos de halotolerancia v,
particularmente, sobre la asociacion entre estos QTLs y genes candidatos de
funciones conocidas por abordajes anteriores de genética molecular (Asins, 2002;
Yamaguchi y Blumwald, 2005; Salvi y Tuberosa, 2007; Yeo, 2007). Sin embargo,
este abordaje presenta una importante limitacion, ya que la mayoria de QTLs son
dependientes de las condiciones ambientales en que se han caracterizado (Cuartero et

al., 2006; Collins et al., 2008). De acuerdo con ello, el reto estaria en determinar los
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QTLs que tengan un mayor efecto con independencia del fondo genético particular y
en identificar los genes que lo determinan (Mittler y Blumwald, 2010).

La ingenieria genética se postula como una estrategia alternativa a la mejora
convencional, no sélo para incrementar la tolerancia al estrés, en el caso de este
trabajo el estrés salino, sino también para aumentar la calidad y el rendimiento
potencial de muchos cultivos. La ingenieria genética constituye una via rapida para la
mejora de plantas de interés agronomico. La aplicacion de las herramientas de
gendmica funcional, como son la busqueda de mutantes, la expresion heterologa, el
silenciamiento y la sobreexpresion, para la identificacion y caracterizacion de genes
in planta, son de gran utilidad para proveer de marcadores moleculares de
halotolerancia, paso prévio para la mejora mediante transformacion genética
(McCallum et al., 2000).

Existen numerosos estudios que muestran como la sobreexpresion de un
unico gen permite obtener plantas, incluido el tomate, resistentes a concentraciones
relativamente elevadas de sal. Una de las estrategias mas importantes para lograr una
mayor tolerancia a la salinidad es ayudar a las plantas a restablecer la homeostasis
16nica y osmotica perturbada por el estrés salino (ver apartado A4). En este sentido el
aumento de las concentraciones de diversos compuestos orgdnicos compatibles ha
sido una de las aproximaciones mas comunmente empleadas para obtener plantas
transgénicas resistentes a la salinidad (Ashraf y Fooland, 2007; Ashraf y Akram,
2009). Existen multitud de referencias relativas a la obtencion de plantas
transgénicas con diferente grado de tolerancia a la salinidad mediante la
sobreexpresion de proteinas implicadas en la sintesis de diferentes osmoprotectores
como la prolina en plantas de arroz, cebada, patata, tabaco y Arabidopsis (Kishor et
al., 1995; Zhu et al., 1998b; Nanjo et al., 1999; Hong et al., 2000; Sawahel y Hassan,
2002; Su y Wu, 2004; Hmida-Sayari et al., 2005), la glicina-betaina en col, arroz,
Brassica juncea y Arabidopsis (Hayashi et al., 1997 y 1998; Nuccio et al., 1998;
Sakamoto et al., 1998; Prasad et al., 2000; Bhattacharya et al., 2004), asi como una
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serie de azlcares (manitol, trehalosa, myo-inositol y sorbitol) (Tarczynski et al.,
1993; Pilon-Smits et al., 1995, 1998, 1999; Thomas et al., 1995; Yang et al., 1996,
Shen et al., 1997; Gao et al., 2000; Holmstrom et al., 2000; Zhao et al., 2000; Garg et
al., 2002; Abebe et al., 2003; Cortina y Culiafiez, 2005; Ge et al., 2008). De forma
similar, también se ha incrementado la tolerancia a la salinidad mediante
sobrexpresion de poliaminas (Anderson et al., 1998; Kumria y Rajam, 2002; Roy y
Wu, 2001; 2002; Waie y Rajam, 2003; Capell et al., 2004; Alcazar et al., 2010), de
proteinas LEA (Xu et al., 1996; Brini et al., 2007; Lal et al., 2008) y de osmotinas
(Goel et al., 2010).

En relacion a la homeostasis i6nica, la obtencion de plantas tolerantes a la
salinidad mediante la sobrexpresion de proteinas con actividad antiportadora
sodio/proton, ha sido y sigue siendo una de las opciones mas empleadas en multitud
de estudios. Este es el caso del antiportador NHX1, uno de las mas empleados y que
ha permitido la obtencion de plantas transgénicas de interés agrondmico con una
mayor tolerancia al estrés salino. Algunos ejemplos de plantas transgénicas donde se
han empleado NHX1 son en tomate (Zhang y Blumwald, 2001; Leidi et al., 2010),
alfalfa (An et al., 2008), tabaco (Wang et al., 2004; Wu et al., 2004; Lu et al., 2005;
Zhang et al., 2008), trigo (Xue et al., 2004), maiz (Xiao-Yan et al., 2004; Chen et al.,
(2007b), arroz (Ohta et al., 2002; Fukuda et al., 2004b; Verma et al., 2007), algodon
(He et al., 2005) y colza (Zhang et al., 2001). En este sentido, los antiportadores
NHX2 (Rodriguez-Rosales et al., 2008), SOS1 (Shi et al., 2003; Yang et al., 2009) y
SOD2 (Zhao et al., 2006), han sido caracterizado como buenos candidatos para ser
implementados en futuras obtenciones de plantas transgénicas con mayor tolerancia a
la salinidad.

En los ultimos afios han aumentado los estudios centrados en los mecanismos
de regulacion de estos antiportadores, que incluyen los mecanismos de percepcion
del estrés y/o que modulan la actividad de los antiportadores. Muchas de estas

proteinas ya han presentado un gran potencial biotecnologico como se puede
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desprender de los estudios en los que han sido caracterizadas, como son la H'-
pirofostasa AVP1 en algodon (Pasapula et al., 2010) y alfalfa (Bao et al., 2009), las
proteinas sensoras de Ca’” CBL4 (Wang et al., 2007), CBL5 (Cheong et al., 2010) y
SOS3 (Yang et al., 2009); y algunas proteinas reguladoras como son CPK6 (Xu et
al., 2010), CBRLK (Yang et al., 2010); ARP (Uddin et al., 2008), CaBP (Pandey et
al., 2002) y SOS2 (Yang et al., 2009). Todas estas proteinas aparecen tabuladas a
modo de resumen en la tabla A4.

La ruta de sefializacion iniciada por el estrés salino parece implicar la accion
de factores de transcripcion que modifican los niveles de expresion muchas proteinas
efectoras. En este sentido, la sobreexpresion de algunos factores de transcripcion,
como CBF4, SNAC2, ZFP252, ZFP179, ha permitido obtener plantas transgénicas
de arroz con mayor tolerancia a la salinidad (Oh et al., 2007a; Hu et al., 2008; Xu et
al., 2008a; Sun et al., 2010a). Algo parecido ocurre en tomate, donde la
sobreexpresion del factor de transcripcion CBF1 y CaKR1, mejora la respuesta frente
a un estrés salino (Hsieh et al., 2002a, b; Lee et al., 2003; Seong et al., 2007).

Existen casos en los que la modificacion de algunas rutas de sefializacion para
estreses bioticos ha generado plantas mas tolerantes al estrés salino, lo que demuestra
la interrelacion de las diferentes vias de senalizacion del estrés. Asi, la
sobreexpresion de la prosistemina, un precursor peptidico implicado en la respuesta
al estrés biotico, mejora la tolerancia del tomate frente a un estrés salino leve (Orsini
et al., 2009).

El control de la produccion de radicales libres también ha sido aplicado a la
produccion de plantas mas tolerantes a la salinidad. Esta estrategia incluye la
sobreexpresion de enzimas relacionadas con la detoxificacion del estrés oxidativo
como son la glutation peroxidasa, la superdxido dismutasa (SOD), la ascorbato
peroxidasa y la glutation reductasa (Roxas et al., 1997; Zhu et al., 1999; Xu et al.,
2008b). De esta forma se han generado plantas transgénicas de tabaco, tomate, alfalfa

y patata sobreexpresoras de diferentes isoformas de SOD (Perl et al., 1993; Sen
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Gupta et al., 1993; McKersie et al., 1996; Van Camp et al., 1996), catalasas y
oxidasas (Ahmad et al., 2010), con distintos grados de tolerancia al estrés salino.

A pesar de los avances cientificos obtenidos en los tltimos 20 afios con el
empleo de la ingenieria genética para mejorar la tolerancia de las plantas a diferentes
estreses como la salinidad, sigue existiendo un gran rechazo social al cultivo de
organismos modificados genéticamente, lo que hace que la estrategia clasica de
mejora por cruzamientos dirigidos siga siendo una opcioén mas realista para la mejora
vegetal a corto o medio plazo (Ashraf et al., 2008). Sin embargo, es previsible que a
largo plazo la mejora vegetal por ingenieria genética esté cada vez mas presente en la
Agricultura. Los datos muestran que tras mas de una década de empleo de cultivos
transgénicos en los Estados Unidos, se estdn generando beneficios para los
agricultores (Stokstad, 2010; Comité sobre el impacto de la biotecnologia a nivel
economico y de sostenibilidad en la agricultura, Consejo Nacional de Investigacion,
2010). La superficie dedicada a los cultivos transgénicos se ha multiplicado por 80
entre 1996 y 2009, dedicandose actualmente unos 134 millones de hectareas en el
mundo. Los cultivos modificados genéticamente alcanzan actualmente 69, 16, 41 y 8
millones de hectareas dedicadas a la soja, algodon, maiz y colza, respectivamente
(Clives, 2009). En la tabla A5 se muestran las especies vegetales transgénicas

cultivadas actualmente a escala mundial (Clives, 2009).
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Fenotipo en condiciones de estrés

Gen Fuente Planta modificada salino Referencias
LeNHX2 Tomate Mejor crecimiento en presencia de NaCl. Rodriguez-
(Antiportador (Solanum lycopersicum  Arabidopsis thaliana L. Mayor actividad antiporte Na'(K")"/H" Rosales et
Na'(K")/H") L) en endomembranas. al., (2008)
AtNHX1 Arabidopsis thaliana L (Solanunfolmca;e ersicum Mayor actimulo de K". Mayor actividad Leidi et al.,
(Antiportador Na'/H") abidopsis thatiand L. ]3/ ) P antiporte Na'/H" y K'/H" vacuolar. (2010)
MsNHX1 Alfalfa Arabidopsis thaliana L Mejora en la germinacion y desarrollo de  Anetal.,
(Antiportador Na'/H") (Medicago sativa L.) P " las plantulas. Mejor ajuste osmético. (2008)
( Al\r/llts'NIi‘f(cll . Arabidopsis thaliana L Alfalfa Mejor ajuste osmotico en presencia de An
Na%II)(O*)/eIl—I% abidopsis thatiand L. (Medicago sativa L.)  NaCl. et al. (2008)
AINHX1 Tabaco Mayor  produccion de  biomasa. Zhang et al
. . <y + ; . .
(Antiportador Na'/H") Aeluropus littoralis (Nicotiana tabacum L.) Acurp’ulacion c}e Na en raices y mejor (2008)
relacion K'/Na' en las hojas.
OsNHX1 Arroz Maiz Mayor produccion de biomasa y de Chenetal.,
(Antiportador Na'/H") (Oryza sativa L.) (Zea mays L.) grano. Acumulacion de Na” y K. (2007b)
PgNHX1 Pennisetum olaucum L Arroz Aumento del sistema radicular y de la  Verma et
(Antiportador Na"/H") & ' (Oryza sativa L.) longitud de parte 4rea. al., (2007)

&3




Mayor produccioén de biomasa. Aumento

AtNHX1 . . . Festuca alta .. . A Zhao et al.,
(Antiportador Na'/H") Arabidopsis thaliana L. (Festuca arundinacea S.) de la actividad ar+1t1porte Na /H" vacuolar (2007)
y acumulo de Na' en la raiz.
AtNHX1 . . . Festuca alta . e Tian et al.,
(Antiportador Na'/H") Arabidopsis thaliana L. (Festuca arundinacea S.) Mejor crecimiento en 200 mM NaCl. (2006)
AtNHX1 . . . Algodon Mayor produccion de biomasa y fibras de  He et al.,
(Antiportador Na'/H") Arabidopsis thaliana L. (Gossypium hirsutum L.) mejor calidad. (2005)
HbNHX1 . Tabaco Mayor. biomasa en 1als+ semlllgs, mayor . al.,
. + oty Hordeum brevisubulatum L contenido de Na™ y K" en hojas, mejor
(Antiportador Na'/H") (Nicotiana tabacum L.) gt . (2005)
relacion K'/Na™ y de prolina.
OsNHX1 Arroz Lolium perenne L Crecimiento a 350 mM NaCl. Mayor Wuetal.,
(Antiportador Na”/H") (Oryza sativa L.) p ' acumulacién de Na*, K y prolina. (2005)
OsNHX1 Arroz silvestre Arroz xzj (Z)rr ;;zETlljg?n Ze 21\?3 ml\n/fenljfilé Fukuda et
(Antiportador Na'/H") (Oryza sativa L.) (Oryza sativa L.) e Y Y al., (2004b)
GhNHX1 Algodon Tabaco Mayor produccion de biomasa. Aumento Wu et al.,
(Antiportador Na'/H")  (Gossypium hirsutum L.)  (Nicotiana tabacum L.)  del contenido de Na" vacuolar. (2004)
AtNHX1 . . . Maiz . S, Xiao-Yan et
(Antiportador Na'/H") Arabidopsis thaliana L. (Zea mays L.) Mejora en la germinacion. al., (2004)
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Mejora en la germinacién, mayor

AtNHX1 Arabidopsis thaliana L Trigo producciéon de biomasa y de grano. Xue etal.,
(Antiportador Na'/H") abidopsis thatiand L. (Triticum aestivum L.) ~ Aumento de K™y disminucién de Na" en  (2004)
las hojas.
BnNHX1 Colza Tabaco Mejor crecimiento y produccion de Wang et al.,
(Antiportador Na'/H") (Brassica napus L.) (Nicotiana tabacum L.)  semillas a 200 mM NaCl. (2004)
AgNHX1 Atril lini Arroz Mejora en la germinacion. Aumento de la Ohta et al.,
(Antiportador Na'/H") iprex gmett (Oryza sativa L.) actividad antiporte Na'/H" vacuolar. (2002)
ANHX] Tomate Mejor crecimiento. Aumento del nimero  Zhangy
(Antiportador Na'/H") Arabidopsis thaliana L. (Solanum lycopersicum de flores y de la produccion. Mayor Blumwald
P L) actividad antiporte Na'/H" vacuolar. (2001)
Mayor produccion de biomasa, grano y
AINHX] Arabidopsis thaliana L Colza en la germinacion y superivencia de tag Z1nE etal.
(Antiportador Na'/H") P ' (Brassica napus L.) & y sup (2001)

plantas. Aumento de contenido en prolina
y disminucion del K citosélico.
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AtSOS1, AtSOS2 y

AtSOS3
(Antiportador Na'/H',  Arabidopsis thaliana L. Arabidopsis thaliana L. Mejora la tolerancia a la salinidad. Yar;g(g) g; al,
quinasa y sensor de ( )
Ca™, respectivamente)
Mejora en la germinacidén y crecimiento
AtSOS1 . . . . . . de la raiz. Aumento de los niveles de Shietal.,
(Antiportador Na'/H") Arabidopsis thaliana L. Arabidopsis thaliana L. proteinas y clorofila. Menor acumulacion (2003)
de Na'en la parte aérea,
Mayor produccion de biomasa a 150 mM
SOD2 Levadura Arroz y 300 mM NaCl. Mayor acumulacién de Zhao et al.,
(Antiportador Na'/H")  (Sacharomices pombe) (Oryza sativa L.) K', Ca* y Mg” y menor de Na'.  (2006)
Aumento de los niveles de fotosintesis.
SOD2 Levadura Arabidopsis thaliana L Mayor produccion de biomasa. Menos Gao et al.,
(Antiportador Na'/H")  (Sacharomices pombe) rapiaopsis anand & 5 .ymulacion de Na* y mas de K. (2003)
SOD2 Levadura Arabidopsis thaliana L Mayor produccion de biomasa. Menos Gao et al.,
(Antiportador Na'/H")  (Sacharomices pombe) abrdopsis thanana Lo o ymulacién de Na* y mas de K. (2003)
AtAVP1 Arabidopsis thaliana L Algodon Mejor crecimiento a 200 mM NaCl Pasapula et
(H -pirofosfatasa) rapiaopsts tanand L. (Gossypium hirsutum L.) Mayores produccion de fibras.. al., (2010)
AtAVP1 Arabidopsis thaliana L Alfalfa Mayor produccion de biomasa. Aumento Bao et al.,
(H -pirofosfatasa) P ' (Medicago sativaL.)  de Na", K"y Ca’ en hojas y raiz (2009)
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Mejor crecimiento a 250 mM NacCl.
Mayores niveles de Na*, K"y Ca®™, y en

AVP1 . . . . . . el contenido relativo de agua en hojas. Gaxiola et
(H -pirofosfatasa) Arabidopsis thaliana L. Arabidopsis thaliana L. Aumento del contenido proteico y al., (2001)
disminucioén del potencial osmético y de
la apertura de estomas.
AtCBLS5 . . . . . . Mayor tolerancia a la salinidad en etapas Cheong et
(Proteina sensora) Arabidopsis thaliana L. Arabidopsis thaliana L tempranas del desarrollo. al., (2010)
7mCBL4 Maiz Mayor tolerancia a la salinidad en etapas Wang et al
(Proteina sensora) (Zea mays L) Arabidopsis thaliana L tempranas del desarrollo. Menor acumulo (2007) °
VS L de Na'.
AtCPK6 . . . . . . Mejor ajuste osmotico. Aumento de Xuetal.,
(Proteina reguladora) Arabidopsis thaliana L. Arabidopsis thaliana L. prolina . (2010)
GsCBRLK Soja . . . . . . Yang et al.,
(Proteina reguladora) (Glycine max L) Arabidopsis thaliana L.  Mejora la tolerancia a la salinidad. (2010)
OsARP Arroz Tabaco Aumento de Na’ en las hojas y menor Uddin et al.,
(Proteina reguladora) (Oryza sativa L.) (Nicotiana tabacum L.) pérdida de agua. (2008)
(Pro te]izr?fgflljnién a Entamoeba histolitica Tabaco Aumento del porcentaje de germinacion Pandey et
Ca™) (Nicotiana tabacum L.) y mayor produccion de biomasa. al., (2002)
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II. ANTECEDENTES CIENTIFICOS

Tabla AS. Superficie dedicada a nivel mundial a los principales cultivos
transgénicos. * Paises con un minimo de 50000 hectareas cultivadas (Clives, 2009).

Estados Unidos® o Soja, maiz, algodon, colza, calabaza, papaya,
alfalfa, remolacha azucarera
Brasil* 21,4 Soja, maiz, algodén
Argentina* 21,3 Soja, maiz, algodén
India* 8,4 Algodon
Canada* 8,2 Colza, maiz, soja, remolacha azucarera
China* 3,7 Algodon, tomate, papaya, alamo, pimiento dulce
Paraguay* 2,2 Soja
Sudafrica* 2,1 Maiz, soja, algodon
Uruguay* 0,8 Soja, maiz
Bolivia* 0,8 Soja
Filipinas* 0,5 Maiz
Australia* 0,2 Algodon, colza
Burkina Faso* 0,1 Algodon
Espana* 0,1 Maiz
México* 0,1 Algodon, soja
Chile <0,1 Maiz, soja, colza
Colombia <0,1 Algodon
Honduras <0,1 Maiz
Rep. Checa <0,1 Maiz
Portugal <0,1 Maiz
Rumania <0,1 Maiz
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III. MATERIAL Y METODOS

M1. Material biologico.

M1.1. Bacterias.

M1.1.1. Cepas utilizadas.

Para la transformacion de plantas de tomate se usd la cepa LBA4404 de

Agrobacterium tumefaciens (Tabla M1).

Tabla M1. Caracteristicas de la cepa de A. tumefaciens utilizada.

Fondo Plasmido Ti/ Gen . :

Cepa Cromosomico/ Opina Referencia
. q Marcador
Resistencia
TiAch5 / pAL44Q4{ . Hoeckema et
LBA4404 . .. Espectinomicina y Octopina
Rifampicina . al., (1983)
Estreptomicina

M1.1.2. Cultivo bacteriano.

Las bacterias se cultivaron en diferentes medios liquidos y sélidos, estos
ultimos obtenidos por adicion de 15 g/l de bactoagar a los correspondientes medios
liquidos (Tabla M2). La esterilizacion se realizd6 mediante autoclavado (Autoclave
Selecta mod. Presoclave 75 1) a 120 °C y 1 atmdsfera de presion durante 20 minutos.

Para la seleccion de transformantes, los medios de cultivo se suplementaron
con distintos antibioticos: Kanamicina (50 pg/ml), Rifampicina (50 pg/ml) y
Estreptomicina (30 pg/ml). En todos los casos los antibidticos se prepararon como
soluciones concentradas en agua Milli-Q, a excepcion de la Rifampicina, que se
disolvié en metanol, a una concentracion de 10 mg/ml. Todas las soluciones de
antibidticos se esterilizaron a través de unidades de filtracion de 0,22 um de poro
(Pall Corporation, Ann Arbor, Michigan, EE.UU.) y se adicionaron a los medios

previamente autoclavados. La manipulacion de los cultivos bacterianos se realizo en
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una cabina de flujo laminar horizontal (ESCO modelo LHC-4B1) para evitar la
contaminacion de los mismos.

Para el cultivo en medio liquido, se inoculd una colonia procedente de un
cultivo en placa en 3 ml de medio o se inoculd 50 pl de un cultivo madre saturado de
A. tumefaciens en 5 ml de LB o TYNG (Tabla M2) suplementado con los
antibidticos adecuados, en agitacion orbital a 225-250 rpm y 28 °C durante dos dias.
El cultivo se someti6é a fuerte agitacion para romper los grumos formados por la

agregacion de células.

Tabla M2. Medios utilizados para el cultivo de bacterias.

Medio Composicion

Bacto-triptona 1% (p/v)
NaCl 1% (p/v)

LB Extracto de levadura 0,5% (p/v)
pH 7,0 con NaOH
Bacto-triptona 1% (p/v)
Extracto de levadura 0,5% (p/v)
TYNG NaCl 170 mM

MgSO, -7 H,0 0,8 mM
pH 7,5 con NaOH

M1.1.3. Obtencion de células competentes de Agrobacterium tumefaciens.

Se parti6 de un inéculo de 50 pl de un cultivo madre saturado en 5 ml de
TYNG (Tabla M2) suplementado con los antibioticos adecuados, en agitacion orbital
a 225-250 rpm y 28 °C durante dos dias. Se tomd una alicuota de 0,5 ml que se
inocul6 en 60 ml de TYNG y se cultivo en agitacion orbital a 225-250 rpm y 28 °C
hasta alcanzar una DOgg (densidad optica medida a 660nm) de 0,5-0,6. Se incubd el
cultivo en hielo durante 10 minutos y se centrifugd a 3500 g durante 6 minutos, a 4
°C. El sedimento resultante se resuspendié en 20 ml de una solucion fria de CaCl, 20

mM, centrifugandose de nuevo a 3500 g durante 6 minutos. El sedimento obtenido se
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resuspendié en 1 ml de CaCl, 20 mM frio y se almaceno a -80° C en alicuotas de 150

pl conteniendo 15 % (v/v) glicerol.

M1.1.4. Transformacion de Agrobacterium tumefaciens.

Se partié de 150 pl de células competentes a las que se afiadi6 al menos 10 pg
de DNA plasmidico. Se agit6 el conjunto y se congeld en nitrégeno liquido durante 5
minutos. Después de descongelar a temperatura ambiente, se adiciond 1 ml de LB o
TYNG vy se transfirio el cultivo a tubos estériles de 15 ml, que se incubaron durante
toda la noche en agitacion orbital a 200 rpm y 28 °C. Al dia siguiente se sembro el
cultivo en medio TYNG suplementado con los antibioticos de seleccion y se incubo a
28 °C hasta la visualizacion de colonias (aproximadamente 3-4 dias). La presencia
del transgen se confirmé por PCR utilizando los cebadores adecuados (apartado

M2.1.1) previa recuperacion del plasmido (apartado M2.1.4).

M1.2. Material vegetal.

Se utiliz6 tomate (Solanum lycopersicum L., cv MicroTom) como material vegetal.

M1.2.1. Esterilizacion de semillas.

Las semillas de tomate se desinfectaron mediante inmersion durante 5
minutos en hipoclorito sdédico comercial diluido al 50% en agua destilada estéril.
Transcurrido este tiempo, las semillas se lavaron tres veces en agua destilada estéril,
la primera durante 5 minutos, y las otras dos durante 10 minutos, manteniéndose en
agua destilada estéril durante toda la noche a temperatura ambiente. Todo el proceso

se realizo bajo agitacion.
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M1.2.2. Germinacion de semillas in vitro.

Una vez esterilizadas, las semillas de tomate se transfirieron a tubos de
ensayo que contenian medio de germinacion (GM) compuesto por los macro y
micronutrientes del medio MS (Murashige y Skoog, 1962), sacarosa al 1% (p/v) y
agar al 0,8% (p/v), ajustandose el pH a 6,2 con KOH. Después de 2-4 dias en
oscuridad a 26 °C, los tubos con las semillas germinadas se transfirieron a una
camara de cultivo, donde se incubaron a 24 °C con un fotoperiodo de 16 horas de
luz/8 horas de oscuridad, humedad relativa del 40-50 % e iluminacion de 140 pmol
m?s”. Las plantulas se mantuvieron en estas condiciones durante aproximadamente
dos semanas, hasta que el primer par de hojas se encontraba expandido. En ese
momento se aislaron los cotiledones, que se utilizaron para los experimentos de

transformacion.

M1.2.3. Cultivo en suelo.

Las plantulas obtenidas por germinacion in vitro de semillas (apartado
M1.2.2.) se transfirieron a semilleros conteniendo una mezcla 1:1 de vermiculita y
turba (Compo Sana® Universal) y, cuando alcanzaron un porte adecuado, se pasaron
a macetas de 3 litros conteniendo el mismo sustrato. Las plantas transferidas a
macetas se cultivaron en invernadero hasta la fructificacion, desde Septiembre a
Junio, bajo irradiacién natural, suplementada con luz artificial de 122 pmol m™s™,
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad, a 26/15 °C y 40/55 % de
temperatura y humedad relativa, dia/noche, respectivamente. Las plantas se regaron

2-3 veces por semana con una dilucion 1/2 de solucion nutritiva de riego (Tabla M3).

M1.2.4. Cultivo en sistema hidropodnico.

Las semillas se germinaron en placas Petri sobre un papel de filtro estéril

empapado en agua destilada estéril, a 26 °C y en oscuridad hasta que emergia la
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radicula (2-4 dias), transfiriéndose entonces a cajas de plastico (13x13 cm) que
contenian arena de cuarzo estéril a razon de 15 semillas por caja. En estas cajas las
semillas se mantuvieron otros 2 dias en oscuridad y a 26 °C hasta la emergencia de
los cotiledones. Transcurrido dicho periodo, las plantulas se cultivaron a una
temperatura de 24 °C/18 °C, dia/noche, iluminacion de 140 pmol m'zs'l, fotoperiodo
de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad y humedad relativa del 40-50 %, hasta
alcanzar el estado de cuatro hojas, aproximadamente 21 dias. Durante la primera
semana, las plantas se regaron con una dilucién 1/10 de solucion nutritiva Hoagland
(Hoagland y Arnon, 1950) y las dos semanas siguientes, con una dilucion 1/4 de la
misma solucion nutritiva. Posteriormente, las plantulas se transfirieron a cubetas de 3
litros con una dilucion 1/4 de la misma solucidon nutritiva (Tabla M3), a razén de 1
plantula por cubeta. Finalmente, las plantas con unos 25 dias desde el inicio de la
germinacion fueron sometidas a los diferentes estreses. Los cultivos hidropdnicos
estuvieron sometidos a aireacion continua y las soluciones nutritivas utilizadas para
dichos cultivos se renovaron cada 2-3 dias para evitar contaminaciones.

En los ensayos de déficit de K', se modifico la composicion de los

macronutrientes segin se indica (Tabla 3, macronutrientes -K).
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Tabla M3. Soluciones nutritivas utilizadas para el cultivo de tomate.

Solucion nutritiva para riego | Solucion nutritiva para cultivo hidroponico

Macronutrientes(*) Macronutrientes(*)
(NO3)2C3'4H20 5 mM PO4H2K 1 mM
KNO; 6mM (NO3),Ca-4H,0 4 mM
NH4H,PO,, ImM SOs:Mg-7H,0 1,1 mM
MgS0,4-7 H,O 2,5 mM (NOs),Mg.6H,0 1,1 mM

NO;K 5,2 mM
Macronutrientes -K(*)
PO4H2N3, 1 mM
(NO3)2C3.'4H20 6,7 mM
(NO3)2Mg6H20 1,1 mM

Micronutrientes(*) Micronutrientes(*)

H;BO; 60 uM BOsH; 46,2 uM
MnCl,-4H,0 20 uM SOsMn-H,0 9,10 uM
ZnS04 7 H,O 2 uM S0O4Cu-5H,0 0,79 uM
(NH4)6MO7024'4H20 1 },I,M M07024(NH4)6'4H20 0,05 IJM

SO4Zn-7H,0 3,10 uM
Fe-EDTA 60 uM Fe-EDTA 89,6 UM

(*)La solucién de macro- y micro-nutrientes y Fe-EDTA (etilendiaminotetraacétato férrico) se
autoclavan y almacenan a 4 °C para evitar contaminaciones.

M1.2.5. Transformacion de cotiledones de tomate.

Para la transformacion de cotiledones de tomate se sigui6 basicamente el
método descrito por Ellul et al., (2003). Los cotiledones, obtenidos de las plantulas
germinadas in vitro (apartado M1.2.2.) (Figura M1a), se separaron del resto de la
plantula y se seccionaron transversalmente en dos segmentos (Figura M1b). Los
segmentos se incubaron en medio de precultivo (PCM) (Tabla M4), situando la parte
adaxial del cotiledon en contacto con el medio, y a razon de 24 fragmentos por placa
Petri de 9 cm. Después de dos dias de precultivo en oscuridad, se llevé a cabo el
cocultivo con la cepa LBA4404 de A. tumefaciens transformada con las

construcciones para la sobreexpresion de los genes LeNHX2, SISOS2, SISOS3 y
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SINhaD. El cultivo de los segmentos de cotiledén con A. tumefaciens (24 segmentos
cotiledén/30 ml de cultivo bacteriano) se llevd cabo en medio CCM desprovisto de
agar (Tabla M4, Figura M1c) y suplementado con 200 uM de acetosiringona, a fin de
favorecer la infeccion de los cotiledones. El cocultivo se realizé durante 20 minutos,
a 26 °C y en agitacion orbital a 190 rpm. Trascurrido este tiempo, los cotiledones se
recogieron por filtracion 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 Petri conteniendo CCM solido (Tabla M4), donde se incubaron 2 dias en
oscuridad, a 26 °C. Tras esta incubacion se llevo a cabo el lavado de los cotiledones
en solucion WM (Tabla M4), para eliminar cé€lulas de A. tumefaciens. Después de
dos lavados de 15 minutos a temperatura ambiente, los fragmentos de cotiledones se
filtraron, se secaron con papel de filtro estéril y se transfirieron primeramente a
medio de caulogénesis (SIM-NS y SIM-H) y, posteriormente, a un medio de
rizogénesis (RM-H) a fin de regenerar plantas completas (Tabla M4).

M1.2.6. Regeneracion de plantas a partir de los cotiledones transformados.

Para inducir la formacion de tallos, los fragmentos de cotiledon cultivados
con A. tumefaciens se incubaron en placas Petri conteniendo medio SIM no selectivo
(SIM-NS) (Tabla M4) durante 48 horas, a 24 °C/18 °C, dia/noche, iluminacion de
140 pmol m™s™, fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad y humedad
relativa del 40-50 % y, posteriormente, en SIM selectivo (SIM-H) (Tabla M4, Figura

M1d) en las mismas condiciones anteriores.
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Figura M1. Transformacion de cotiledones de tomate: a) plantulas de tomate obtenidas de
semillas germinadas in vitro en medio GM; b) cultivo en PCM de segmentos de cotiledones
aislados de plantulas cultivadas in vitro; c) cocultivo de segmentos de cotiledones y
Agrobacterium en medio CCM; d) cultivo de los segmentos de cotiledones transformados en
medio de organogénesis y seleccion de transformantes (SIM-H).

A partir de los cotiledones transformados, se observd la formacion de callos
verdes en la zona de corte del cotiledon después de aproximadamente 2 semanas de
cultivo en medio de induccion de tallos (SIM-H) (Figura M2a). Estos callos verdes
se subcultivaron en medio de induccion de tallos cada 3 semanas, detectandose la
formacion de tallos hasta tres meses después del inicio del cultivo en este medio
(Figuras M2b, ¢ y d). Se observd que por cada explanto se inducian de uno a tres

tallos independientes (Figura M2d).

Figura M2. Regeneracion de tallos a partir de cotiledones transformados: a) y b) cultivo en
placas Petri con medio SIM-H; ¢) y d) cultivo en recipientes MAGENTA con medio SIM-H.
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Figura M3. Induccion de raices in vitro en medio RM-H

Transcurridas 8-9 semanas desde el inicio de la formaciéon de los tallos
(aproximadamente tres subcultivos en medio de induccidén de tallos), éstos eran
transferidos a medio de enraizamiento RM-H (Tabla M4), prévia separacion del callo
a partir del cual se originaron. La formacién de las raices comenzaba tras
aproximadamente 20 dias de cultivo en este medio. Después de aproximadamente 4
semanas, las raices presentaban un desarrollo adecuado para permitir el crecimiento
ex vitro de la planta (Figura M3), momento en que las plantulas se transferian a

macetas con la mezcla de turba y vermiculita (apartado M1.2.3) (Figura M4).

Figura M4. Cultivo en maceta en turba y vermiculita de una planta de tomate regenerada a
partir de cotiledones transformados.
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Tabla M4. Composicion de los medios de cultivo usados en los experimentos de
transformacion de tomate. Las cantidades estan referidas a un litro de medio.

GM PCM | CCM WM | SIM-NS | SIM-H | RM-H
micmmfifnfes Mg | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
Sacarosa (g) 10 30 30 20 30 30 20
Myo-inositol (mg) - 100 100 100 100 100 100
Vitaminas SH (ml) - 10 10 - 10 10 -
IAA (mg) - 4 4 - 4 4 0,1
Kinetina (mg) - 4 4 - 4 4 -
Zeatina (mg) - - - - 1 1 -
Higromicina (mg) - - - - - 50 50
Cefotaxima (mg) - - - 600 400 300 -
Acetosiringona (UM) - - 200 - - - -
Agar (g) 8 8 8 - 8 8 8

MS: Murashige y Skoog (1962)

GM: medio de germinacion
PCM: medio de precultivo
CCM: medio de co-cultivo

Vitaminas SH: Shahin EA (1985)

M1.2.7. Seleccion de transformantes y propagacion de lineas transgénicas.

WM: medio de lavado
SIM: medio de induccién de tallos
NS, no selectivo; H, selectivo (higromicina 50 pg/ml)
RM: medio de enraizamiento

Las lineas transgénicas se establecieron a partir de semillas de plantas

transformadas, que se germinaron en medios conteniendo el antibiotico de seleccion,

en nuestro caso higromicina. Para ello, se determind préviamente la concentracion

adecuada de higromicina mediante ensayos de germinacion en presencia de 15, 30 y

50 pg/ml de higromicina. Se comprobd que cuando se adicionaba al medio de

germinacion 15 y 30 pg/ml de higromicina, las semillas de plantas no transformadas

germinaban y daban lugar a plantulas que crecian in vitro. Sin embargo, cuando el
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medio de germinacion era suplementado con 50 pg/ml de higromicina si bien algunas
semillas germinaban no se observaba la formacion de hojas en ninguna de las plantas
no transformadas (Figura M5). Por ello, la seleccion de las lineas transformantes de
tomate se realiz6 por germinacion de semillas en medio GM suplementado con 50

pg/ml de higromicina.

Figura M5. Germinacion de semillas de tomate no transformadas. Las semillas germinaron
en medio GM suplementado con 30 pg/ml (izquierda) o 50 pg/ml (derecha) de higromicina.

Cada una de las plantas regeneradas en presencia del antibidtico higromicina
y transferidas a suelo se identific0 como una linea transformante primaria
independiente, originada a partir de un evento individual de transformacion, y fueron
consideradas como primera generacion segregante o T1, identificAndose con un
unico numero (Ej: Linea 1, Linea 2, Linea 3). Estas plantas se transfirieron a
semilleros conteniendo turba y vermiculita (apartado M.1.2.3) y posteriormente a
macetas de 3 litros, manteniéndose en invernadero con solucion de riego hasta que se
produjo la floracion y fructificacion. Semillas procedentes de plantas T1 se
germinaron in vitro en medio GM (apartado M1.2.2) suplementado con 50 pg/ml
higromicina, seleccionandose las plantulas que presentaban clara resistencia al
antibidtico (cotiledones y hojas verdes, con raices secundarias). Estas plantas se
transfirieron a semilleros cuando alcanzaron el estado de 4 hojas y mas tarde al
invernadero con solucidn de riego hasta que se produjo la floracion y fructificacion,

y fueron consideradas como segunda generacion segregante o plantas T2,
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identificandose con dos numeros, el primero correspondiente a la linea T1 de la que
proceden y el segundo a un identificador diferencial de cada planta (Ej: Linea 1-1,
Linea 1-2,...). Finalmente, semillas procedentes de plantas T2 se germinaron in vitro
en presencia de 50 pug/ml higromicina, seleccionandose las plantulas que presentaban
clara resistencia al antibiotico. Estas plantas se transfirieron a semilleros y mas tarde
al invernadero hasta su fructificacion, y fueron consideradas como tercera generacion
segregante o plantas T3 homocigotas, que se identificaron con tres numeros, el
primero y el segundo correspondientes a las lineas T1 y T2 de las que procedian, y el
tercero a un identificador diferencial de cada planta (Ej: Linea 1-1-1, Linea 1-1-
2,...).

En todos los casos se evit6 la fecundacion cruzada separando unas macetas de
otras aproximadamente medio metro y se favorecio la autofecundacién depositando
el polen de cada planta sobre estigmas de flores de la misma planta con un pincel.

Para la realizacion de los diferentes ensayos, las plantas empleadas resultaron
ser mono-locus para el transgen y homocigotas, salvo en los casos en los que fue
posible trabajar con plantas T3, donde se emple6 plantas T2 para la realizacion de

estos.

M1.2.8. Recoleccion y conservacion de semillas de plantas transformadas.

Se recolectaron los frutos maduros (aproximadamente 3 meses desde la
germinacion de las semillas). Se separaron las semillas del resto de material, se
lavaron en agua destilada y se secaron entre laminas de papel de filtro durante dos
dias en oscuridad. A continuacion, las semillas se transfirieron a bolsas de pléstico
que fueron selladas y se almacenaron a 4 °C, en oscuridad y protegidas de la

humedad hasta su uso.
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M1.2.9. Tratamientos salinos y de deficiencia en potasio.

Se analiz6 el efecto del NaCl sobre el fenotipo de plantas de tomate
transgénicas y no transformadas en diferentes estadios: plantulas jovenes y plantas
adultas.

Para los ensayos en plantulas, se germinaron semillas de tomate en placas
Petri de 9 cm que contenian medio GM (apartado M1.2.2). Después de 2-4 dias en
oscuridad a 26 °C, las semillas germinadas que presentaban una radicula de 1,5 cm se
transfirieron a placas cuadradas (10x10 cm) conteniendo medio GM suplementado
con 0, 80, 120 y 150 mM NaCl. Se cubrieron parcialmente las placas con papel de
aluminio en la zona de desarrollo de la raiz y se colocaron en posicion semivertical
en una camara de cultivo a 24 °C/18 °C, dia/noche, iluminacion de 140 pmol m'zs'l,
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad y una humedad relativa del 40-
50%. Las plantulas se mantuvieron en estas condiciones durante 5 dias, tomédndose
medidas de longitud de la raiz primaria a 0, 3 y 5 dias y el peso fresco de las
plantulas al final del ensayo. Asimismo, plantulas de 5 dias cultivadas en medio GM
con 0 y 120 mM NaCl fueron transferidas a sistemas de cultivo hidroponico
suplementando la solucion nutritiva con 0 y 120 mM NaCl hasta el final del
tratamiento.

Para los ensayos de tolerancia salina en plantas adultas, plantas de 21 dias
fueron transferidas a sistema hidroponico en las condiciones descritas en el apartado
M1.2.4 durante 4 dias a fin de favorecer la adaptaciéon al nuevo medio. Para los
ensayos con NaCl, las plantas fueron seguidamente tratadas con presencia 0 y 120
mM NaCl durante 15 dias adicionales y se realizaron muestreos a los 5 dias del inicio
del tratamiento y a tiempo final. El material recogido a los 5 dias del inicio del
tratamiento fue el empleado para el andlisis de la expresion génica (apartado
M2.1.9), para el andlisis del contenido i6nico (apartado M1.2.10) y para las medidas
de actividad antiportadora (apartado M2.2.6).
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Para los ensayos de deficiencia de K", las plantas cultivadas durante 25 dias
en sistema hidroponico en las condiciones descritas con anterioridad, fueron lavadas
con 0,2 mM CaSOy durante 30 minutos y, posteriormente, se transfirieron a solucion
de cultivo hidroponico desprovista de K’ (apartado M1.2.4) durante 35 dias,
realizandose muestreos a los 5 dias y a tiempo final del tratamiento.

Para todos los ensayos y en cada uno de los muestreos (5 y 15 dias para los
ensayos con NaCl y 5y 35 dias para los ensayos de déficit de K'), se determin¢ el
peso fresco total y los pesos de la raiz, del tallo y de las hojas de cada planta. En los
muestreos de 5 dias se congelaron en N, liquido pequenas cantidades del material
fresco y se almacenaron a -80 °C, hasta su utilizacion. En el caso de las raices,
préviamente se realizaron 4 lavados con agua desionizada, secandose posteriormente
el tejido entre papeles de filtro. Para las determinaciones de peso seco y contenido

idnico, los diferentes tejidos se secaron durante 2 dias en estufa a 80 °C.

M1.2.10. Evaluacion del fenotipo.

Se evaluaron diversos parametros fisiologicos de las plantas transformadas en
funcién de los tratamientos salinos y de deficiencia de K'. A nivel de plantula se
determino el crecimiento longitudinal de la raiz en el tiempo en base a la ecuacion:
Crecimiento= (D,—D;)/(t-t;), donde D; y D; son la longitud de la raiz a tiempo 1 y 2,
respectivamente, y donde tl y t2 corresponden al tiempo en el que se tomo el primer
y ultimo muestreo respectivamente.

A nivel de planta adulta se determin6 la produccion total de flores y frutos a
lo largo de las distintas generaciones (T1, T2 y T3). Asi mismo, se determin6 la
velocidad relativa de crecimiento (RGR —relative growth rate-) segliin la ecuacion:
RGR= (InW,-InW))/(t,-t;), donde W; y W, son el peso seco total de la planta
completa a tiempo 1 y 2, respectivamente, y t; y t, corresponden al tiempo en el que

se tomo el primer y ultimo muestreo, respectivamente (Guerrier, 1996).
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La savia xilematica se recolectdé como exudados de la raiz después de la
decapitacion de la parte aérea de las plantas cultivadas en hidropdénico como se
describe en Navarro et al. (2003). Se desech¢ la savia xilematica exudada durante los
10 minutos que siguen a la decapitacion, para prevenir su contaminacién con el
contenido de células dafiadas o con savia floemadtica y se recolectd el volumen de
savia xilematica exudada en los 15 minutos siguientes.

Para la cuantificacion de los contenidos i6nicos, el material seco previamente
molido se digiri6 en una soluciéon concentrada HNO;: HCIO4 (2:1, v/v). Los
contenidos de K" y Na" se determinaron en el material digerido y en la savia
silematica por ICP-MS (Iris Intrepid II; Thermo Electron Corporation, Franklin, MA,
USA) en el Servicio de lonomica del CEBAS, CSIC, Murcia.

M2. Métodos.

M2.1. Métodos generales de manipulacion de acidos nucleicos.

En la tabla M5 se muestran las construcciones génicas utilizadas en este trabajo.

Tabla M5. Construcciones génicas utilizadas para la transformacion de tomate.

Plasmido Caracteristicas Referencia

Vector de expresion, promotor 35S,

pCAMBIA1303 . R
Higromicina

Roberts et al. (1997)

pCAMBIA1303- LeHNX?2, clonado en pPCAMBIA1303 Rodriguez-Rosales et

LeNHX?2 entre los sitios Nco 'y BstEI al. (2008)
pCAMBIA1303- SISOS2, clonado en pCAMBIA1303 .
SISOS2 entre los sitios Bgl 11 y Pml (BbrPI) Olias et al. (2008)
pCAMBIA1303- SISOS3, clonado en pPCAMBIA1303 .
SISOS3 entre los sitios Ncol y Pml (BbrPI) Olias et al. (2008)
pCAMBIA1303- | SINhaD, clonado en pCAMBIA1303 | ™' AJ’ giiﬁaﬁiizer
SINhaD entre los sitios Bg! Il 'y BstEIl ’

publicados)
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Promotor CaMV35S

Promotor CaMV3ss X2 Transgen
hptil (HigromicinaR) 4
|
/ ¥ NOS poliA
X

SHPoR pPCAMBIA1303 Y
L. \RB T-DNA
LB T-DNA,” \
/ \
4 \
g \
aadl){KmR) A
/ \
/ \
Vi \
Vi \
7 \
\
/ 1
Le ! ngromucma“ pro pro Transgen ! RB

Figura M6. Representacion esquematica del vector pCAMBIA1303. La fusién de gusA-
mGFP5-Histidinas que presentaba el vector original fue sustituida por cada uno de los
transgenes. RB (borde derecho) y LB (borde izquierdo) delimitan el fragmento de DNA que
se integrara en el genoma de la planta receptora.

Mz2.1.1. Amplificacion por PCR.

Los reactivos utilizados para PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), las
concentraciones de cada uno de ellos y la duracion de las distintas etapas de la
reaccion dependen del objetivo de la amplificacion, la naturaleza de los cebadores
utilizados o la enzima DNA polimerasa usada, entre otros factores. De forma general,

el protocolo seguido en este trabajo se resume en la Tabla M6.

Tabla M6. Protocolo general de PCR.

Mezcla PCR Programa PCR
dNTPs (0,2 mM) - Inicializacion (94 °c, 3 minutos)
cebador directo (0,3 pM) =25 230 ciclos
cebador reverso (0,3 uM) -Desnaturalizacion (94 °C, 30 segundos)
MgCl, (1,5 mM) -Annealing (50-60 °c dependiendo de los

] g . cebadores, 45 segundos)
disolucién tampén (1x) -Extension (72 °C, 1,5 minutos)
DNA polimerasa (0,02 U/ul)

.y [0 .
DNA molde (20 ng - 200 ng) - Extension ﬁna(l) (72 “C, 7 minutos)
- Conservacion (4 ~“C, tiempo indefinido)
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Para amplificaciones por PCR de rutina se emplearon los cebadores: HyglF
(5°- GATGTTGGCGACCTCGTATT -37) y HyglR (5°-
GTGCTTGACATTGGGGAGTT -3’), que amplifican un fragmento de 468 pb de la
zona intermedia del gen de resistencia a Higromicina, y enzimas DNA polimerasas
termoestables procedentes de la bacteria termofila Thermus aquaticus (Taq) de
diferentes casas comerciales (Sigma-Aldrich Quimica, Espafia; MBL, Dominion;

Eppendorff). El termociclador utilizado fue un Mastercycler personal (Eppendorf).

M2.1.2. Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa.

Se ha realizado segun se describe en Sambrook et al., (1989). Los fragmentos
de DNA, procedentes de digestiones con enzimas de restriccion o de reacciones de
PCR, a partir de DNA gendmico o plasmidico, asi como el RNA total aislado, se
separaron en geles horizontales de agarosa del 0,8 al 2 % (p/v), dependiendo del
tamafio del DNA. Los geles contenian bromuro de etidio (0,4 pg/ml) para visualizar
las bandas a la luz ultravioleta, y se prepararon en TBE 1x (45 mM Tris, 1,25 mM
EDTA-Na,, 45 mM H3;BO;, pH 8,2) (ApplyChem, Alemania).

Las muestras de DNA o RNA se prepararon en tampon de carga (sacarosa 8,33 %
(p/v), Azul de Bromofenol 0,04 %, EDTA 0,017 M). La separacion electroforética se
realizo en el mismo tampon utilizado para la preparacion del gel, a 100 V. En el caso
de los ensayos de Southern blot (apartado M2.1.8), la separacion electroforética de
cantidades equivalentes de DNA gendmico sin digerir y después de ser digerido con
diferentes enzimas de restriccion (apartado M2.1.7) se realizd en gel de agarosa al
0,8 % (p/v) en TBE 1x, a 15V durante 12 horas.

El tamafio de los fragmentos de interés se estimo6 por comparacién con un marcador
comercial (/Kb DNA ladder Molecular Weight Marker, Genecraft). La visualizacion
del DNA en los geles de agarosa se realiz6 con ayuda del analizador de imagen Gel

Doc 2000 (Bio-Rad Molecular Imagen System).
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M2.1.3. Cuantificacion de DNA y RNA.

La concentracion de DNA o RNA se estim6 espectrofotométricamente
utilizando un NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies).
Las relaciones DO»40/DOssp y DO260/DO230 se usaron para estimar la contaminacioén
de la preparacion por proteinas y polisacaridos, respectivamente. Alternativamente,
la cuantificacion de los fragmentos de DNA en gel se realizé por comparacion visual
al ultravioleta en Analizador de imagen (BioRad) con una cantidad conocida del
DNA de fago A digerido con EcoRI-Hindlll (Molecular Weight Marker 111, Roche

Diagnostic).

M2.1.4. Aislamiento de DNA plasmidico.

Se partiéo de colonias individuales de A. tumefaciens crecidas en 10 ml de
medio TYNG (Tabla M2) suplementado con los antibidticos adecuados, en agitacién
orbital a 225-250 rpm y 28 °C durante dos dias. El cultivo se sometio a fuerte
agitacion para romper los grumos formados por agregacion de células. Se tomo una
alicuota de 1 ml y se centrifugd, obteniéndose un sedimento celular que se
resuspendié en 200 pl de tampon STET (10 % Sacarosa, 50 mM Tris-HCI1 pH 8, 50
mM EDTA pH 8, 1% Triton X-100). Tras agitacion de al menos 10 minutos, se
afiadio 5 pl de una solucion de lisozima al 5 % y se incubo la mezcla 2 minutos a 96
°C. Seguidamente, se enfri6 en hielo durante 2 minutos y se centrifugd en
microcentrifuga a maxima velocidad durante 10 minutos, desechandose el sedimento
mucoso. Se adiciono al sobrenadante 2 pul RNAsa 1%, y se incub6 10 minutos a 68
°C para eliminar contaminaciones de RNA. Para precipitar el DNA plasmidico se
anadid 10 pl de tampon CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio) 5% y NaCl
0,5 M), se agitd y se centrifugd a maxima velocidad durante 15 minutos. El
sedimento resultante se resuspendid en 300 pul de NaCl 1,25 M y se precipitd

nuevamente el DNA, adicionando 750 pl de etanol al 96 %. Tras centrifugar a 14000
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rpm durante 15 minutos, se lavo el precipitado con 700 pl de etanol al 70 % y se secod
a 37 °C durante 10 minutos. El DNA se resuspendi6é en 20 ul de TE (10 mM Tris-
HCI, pH 8, 1 mM EDTA) o en H,O destilada.

M2.1.5. Aislamiento de DNA genomico de tomate.

La extraccion se llevo a cabo por el procedimiento descrito por Edwards et
al., (1991). Aproximadamente, 0,5 g 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 un tampoén de extraccion compuesto por
0,8 % CTAB (p/v), 140 mM sorbitol, 220 mM Tris-HCI, pH 8,0, 0,8 M NaCl, 22
mM EDTA y 1% N-laurilsarcosina (p/v), precalentado a 65 °C y 0,5 ml de una
mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1, v/v/v). El conjunto se mezclo
por enérgica agitacion en vortex y se centrifugd 5 minutos a 16000 g, transfiriéndose
el sobrenadante a un nuevo eppendorf. Seguidamente se afnadid 1 volumen de
isopropanol frio suplementado con 50 pl de acetato sodico 3M y se agitd por
inversion, incubandose a -20 °C durante 1 hora. La suspension se centrifugd 10
minutos a 16000 g, se desecho6 el sobrenadante y el precipitado se lavo con 0,5 ml de
etanol frio al 70 % (v/v). Tras centrifugar 5 minutos a 16000 g, se elimino el
sobrenadante y el sedimento se secd en campana extractora durante 15 minutos. El
sedimento conteniendo el DNA gendmico de hoja de tomate, se resuspendid en agua

milliQ suplementada con RNAsa (0,1 mg/ml), conservandose a -80 °C.

M2.1.6. Aislamiento de RNA de tomate.

Todo el material utilizado para la extraccion de RNA fue tratado para la
eliminacion de posibles contaminaciones por RNAsa (Sambrook et al 1989). El
material de vidrio y de porcelana se tratd en horno de esterilizacion durante 4 horas a

170 °C, y el material de plastico, se autoclavd antes de ser utilizado. El agua y
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soluciones utilizadas se trataron con 0,1 % (v/v) DEPC (dietil pirocarbonato) durante
al menos 12 horas en agitacion, tras lo cual se autoclavaron para inactivar el DEPC,
manteniéndose posteriormente en agitacion durante otras 12 horas adicionales, para
eliminar los productos de desecho del DEPC.

El RNA se extrajo de raices previamente almacenadas a -80 °C (apartado
M1.2.10.) utilizando el reactivo Tri-Reagent™ (Sigma-Aldrich Quimica, Espafia).
Las raices se trituraron en mortero con N, liquido, hasta obtener un polvo muy fino.
Se afiadido 1 ml de 7ri Reagent por cada 100 mg de tejido de partida, y se agito
vigorosamente utilizando un vortex. Tras centrifugar 10 minutos a 12000 g y 4 °C, se
afnadid al sobrenadante 0,2 ml de cloroformo, agitandose primero y, posteriormente,
manteniéndose 10 minutos a temperatura ambiente. Después de centrifugar 15
minutos a 12000 g y 4 °C, la fase acuosa se transfirid a un tubo estéril de 1,5 ml. El
RNA total se precipitdo afadiendo 0,5 ml de isopropanol, mediante incubacidén
durante 10 minutos a temperatura ambiente y posterior centrifugacion a 16000 g
durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se desech6 y el precipitado de RNA se
lavo con 1 ml de etanol al 70% (v/v) en agua-DEPC, secandose durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

Cada muestra de RNA total se resuspendio en 40 ul de RNAsecure™
Resuspension solution (Ambion Europa, Ltd) y se incubd durante 10 minutos a 60
°C, para minimizar la degradacion del RNA, de acuerdo a las indicaciones del
fabricante.

Posteriormente se tratd6 el RNA con DNAsa (RNase-Free DNase Set,
Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante para eliminar el DNA presente en
las muestras. Finalmente, el RNA se almacend 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 RNA y la ausencia de degradacion o

contaminacion con DNA gendmico se comprob6 mediante la visualizacion al UV en
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analizador de imagen de las bandas de RNA ribosémico en geles de TBE con

bromuro de etidio (apartado M2.1.2).

M2.1.7. Digestion de DNA con enzimas de restriccion.

La digestion con enzimas de restriccion del DNA genomico se ha llevado a
cabo siguiendo las recomendaciones del fabricante (Roche Diagnostics) respecto al
tipo de tampon y temperatura de reaccion. Una reaccion tipica de digestion incluia
100-500 ng del DNA, 1x de tampdn especifico de cada enzima y 1-5 U de enzima (1
U es definida como la cantidad de enzima que digiere 1ug de DNA en 1 hora en las
condiciones Optimas de reaccion) en un volumen total de 10-20 pl, incubandose la
reaccion durante 1-2 horas a las condiciones Optimas de temperatura para cada
enzima, generalmente 37 °C.

En el caso de los ensayos de tipo Southern blot y, debido a la cantidad de
DNA gendmico empleado, la digestion del DNA se llevo a cabo en dos fases. Se
utilizaron 15 pg de DNA y se digirieron con 10 U de enzima de restriccion en un
volumen total de 20 pl, durante 2 horas a 37 °C, tras lo cual se afiadieron otras 10 U
de la misma enzima, manteniéndose el conjunto en incubacion durante 12-16 horas a

la misma temperatura para forzar al maximo la digestion.

MZ2.1.8. Analisis Southern del DNA genomico de tomate.

M2.1.8.1. Transferencia a membranas de nylon.

Prévio a la transferencia a membranas de nylon, se efectué una depurinacion
acida del DNA separado por electroforesis (apartado M2.1.2). Para ello, se sumergio
el gel en 0,25 N HCI durante aproximadamente 10 minutos, hasta viraje del azul de
bromofenol a amarillo y se repitié este paso una vez mas. Seguidamente se lavd con
agua destilada y se realiz6 la desnaturalizacion alcalina del DNA, sumergiendo el gel

durante 15 minutos en 0,5 N NaOH conteniendo 1,5 M NaCl. Se repitio este paso
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una vez mas hasta recuperar el color azul del bromofenol y se volvid a lavar el gel
con agua destilada. Posteriormente, se introdujo el gel durante 20 minutos en 0,5 M
Tris-HCI pH 7.4 suplementado con 1,5 M NaCl y se lavo con agua destilada.

El sistema de transferencia se describe en la figura M7. Se prepard una
membrana de nylon (HybondTM N', 0,2 um de poro, Amersham, Pharmacia
Biotech) del mismo tamafio que el gel, sumergiéndose en agua destilada y después
durante 5 minutos en tampdén SSC 20 x (3 M NaCl y 0,3 M citrato sodico, pH 7,0).
Se recortaron también dos piezas de papel Whatmann 3MM del mismo tamaiio y otra
de mayor tamafio que el gel, y se saturaron en tampon SSC 10 x. 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 tampon de transferencia
SSC 10 x; el gel; la membrana de nylon y dos piezas de papel Whatmann 3MM. Se
colocd un marco de plastico que borded todo el sistema y, a continuacion, se cubrid
con papel absorbente. Sobre el conjunto se colocd una placa de vidrio y, sobre ésta,
un peso de aproximadamente 1 Kg para mantener el sistema ligeramente
comprimido. Se comprobd que el sistema estaba perfectamente horizontal, y se
mantuvo la transferencia toda la noche. Al dia siguiente se lavo la membrana de
nylon con 2 x SSC durante 5 minutos y se fij6 el DNA mediante calentamiento a 120

°C en condiciones de vacio, durante 30 minutos. Las membranas se guardaron al

——

vacio a 4 °C hasta su uso.

, Cristal

4~ Toallas de papel

Film de cocina

Mecha S Ex’

Figura M7. Esquema de la unidad de transferencia empleada en los experimentos de
Southern blot.
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M2.1.8.2. Hibridacion del DNA con sondas radiactivas.

Como sonda se utilizé el fragmento de 468 pb de la zona intermedia del gen
de resistencia a Higromicina, obtenido por PCR (apartado M2.1.1), una vez
comprobado mediante PCR que dicho fragmento no amplificaba ninguna secuencia
gendmica en las plantas sin transformar y que no era digerido por ninguna de las
enzimas de restriccion utilizadas con el DNA gendémico (apartado M2.1.7). Este
fragmento se diluyé en TE a una concentracion de 40 ng en un volumen de 45 pl.
Posteriormente, se desnaturalizd6 por calor (95-100 °C) durante 5 minutos y se
conservo en hielo para evitar su renaturalizacion.

El producto de PCR se marcé con 5 ul de o->*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 DNA polimerasa I
de E. coli, siguiendo las instrucciones del fabricante. La mezcla se incubd 45 minutos
a 37 °C y transcurrido este tiempo se adiciond 5 ul de 0,2 M EDTA para detener la
reaccion. Para eliminar los nucleotidos no incorporados, los fragmentos marcados
con **P 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,
I mM EDTA, 100 mM NacCl), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
filtrado con la sonda marcada se recogié y se volvio a desnaturalizar por calor (95-
100 °C) durante 5 minutos, conservandose la sonda en hielo para evitar su
renaturalizacion.

La hibridacién se llevd a cabo de acuerdo con Church y Gilbert (1984).
Brevemente, se realizé una prehibridacién a 55 °C con 0,3 ml de medio PSE/cm? de
membrana. El medio PSE contenia 7 % (p/v) SDS, 0,3 M fosfato sédico, pH 7,2 y 1
mM EDTA, y la prehibridacion llevada a cabo con ¢l se efectud durante al menos 1
hora. Tras eliminar la solucion de prehibridacion, la hibridacion se llevd a cabo
incubando la membrana de nylon con 30 ul de medio PSE/cm? de membrana. En este

113



IIl. MATERIAL Y METODOS

caso el medio PSE contenia la sonda préviamente marcada y desnaturalizada,
realizandose la hibridacion durante 16-24 horas a 55 °C. Finalmente, se realizaron 4
lavados (50 ml/filtro) de 15 minutos en las siguientes condiciones: un primer 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 ultimo
lavado en 0,4x SSC + 0,1 % (p/v) SDS a 65 °C.

Cada membrana se envolvio con papel transparente de plastico y se introdujo
en un casette 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).

M2.1.9. PCR a tiempo real.

Para la sintesis de la primera hebra de cDNA se ha utilizado el Enhanced
Avian HS Reverse Transcription kit (Sigma-Aldrich Quimica, Espana). Para ello se
utilizaron 4 pg de RNA total tratado con DNAsa (apartado M2.1.6), 500 uM de
dNTPs (dATP, dCTP, dTTP y dGTP), 3,5 uM Oligo(dT),3; anclado en un volumen
de 10 pl. Tras incubar la mezcla a 70 °C durante 10 minutos y un rapido enfriado en
hielo, con objeto de desnaturalizar el RNA, se afiadido 1 U de inhibidor de RNAsa, 1
U de enzima transcriptasa inversa del virus de la mieloblastosis de ave (AMV-RT) y
Ix del tampon de la reaccion AMV-RT (50 mM Tris-HCI pH 8,3, 40 mM KCl, 8
mM MgCl,, | mM DTT (Ditiotreitol), en un volumen total de 20 pl, incubandose a
48 °C durante 50 minutos. El cDNA se utilizé inmediatamente o se guardd a -20 °C
hasta su posterior uso.

Para la reaccion de PCR a tiempo real se ha utilizando un termociclador
iCycler (Biorad). Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 23 pl
conteniendo 12,5 ul de la mezcla de Quantimix Easy Syg Kit (Biotools) o 1Q SyBr
Green Supermix (BioRad), 0,375 uM de cada cebador (Tabla M7), 1 ul de cDNA y

8,5 ul de agua Milli-Q. El protocolo de amplificacion usado fue: Ciclo 1 (1X), 95 °C,
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3 minutos; ciclo 2 (35X), desnaturalizacion a 95 °C, 30 segundos, annealing a 55 °C,
45 segundos, extension a 72 °C, 1 minuto; ciclo 3 (1X), 95 °C, 1 minuto; ciclo 4
(1X), 70 °C, 1 minuto; ciclo 5 (60X), 70 °C, 10 segundos. Una vez concluido el ciclo
2, se obtuvieron los datos necesarios para llevar a cabo la cuantificacion a tiempo
real. La expresion relativa del gen se calculdé mediante el uso de la siguiente formula:
plaCHReferencia) - ACUProblema)] " o de AC=C factor elongacion - Ct gen problema Y Ct (Ciclo umbral)
es el ciclo en el que la fluorescencia de la muestra excede el valor elegido sobre un
umbral, es decir, el ciclo en el cual el sistema comienza a detectar el incremento de la
sefial asociada con un aumento exponencial del producto de PCR durante la fase
lineal logaritmica.

Todas las reacciones se realizaron por triplicado y para cada ensayo de PCR
se obtuvieron las curvas de Melting de los productos de amplificacién con el fin de
identificar las posibles amplificaciones inespecificas.

Todos los cebadores utilizados fueron sintetizados y purificados por filtracion
en gel por la compaifiia TIB-MOL.BIOL, Berlin, subsidiaria de Roche Diagnostics
S.L. Applied Science) (Tabla M7).
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Tabla M7. Cebadores utilizados en los ensayos de PCR a tiempo real para cuantificar los
niveles de expresion y tamafo del fragmento amplificado.

Cebadores Secuencia Amplicén

LeNHX2 directo 5’-CCTTTGAGGGGAACAATGG-3’
LeNHX2 reverso 5’-CATCTTCATCTTCGTCTCC-3’ 173 pb
SISOS2 directo 5’- CTGCTTAGGACAAGGACTCG -3’

SISOS2 reverso 5’- GGTATAGTGTGTGTAACTGC -3’ H2pb
SISOS1 directo 5’- TCGAGTGATGATTCTGGTGG -3’ 129 pb
SISOS1 reverso 5’- GAGCCTTTCCACACTGTGAT -3’

SISOS3 directo 5’- GCTTTGTGATGAACTCTGAGG -3’ 187 pb
SISOS3 reverso 5’- GAAGTTGGCTACCCCAGATT -3’

SINhaD directo 5’- ACAGCTCTGGCTCAAATTCC -3° 153 pb
SINhaD reverso 5’- GGTGGAGATGAAAATGCCAT -3’

LeHAKS directo | 5’- GTATGATGTGACCGTGTTACG -3’
LeHAKS reverso | 5’- TCAGATCCTGTGATGCAAAGG -3’ 120pb
LeEF1a directo 5’- GACAGGCGTTCAGGTAAGGA -3’

LeEF1a reverso 5’- GGGTATTCAGCAAAGGTCTC -3’ 19 pb

M2.2. Aislamiento de membranas celulares.

M2.2.1. Obtencion de microsomas.

Para el aislamiento de microsomas de raiz, plantas no transformadas y
transgénicas fueron cultivadas en sistema hidroponico en las condiciones descritas en
el apartado M1.2.4, en presencia y ausencia de 120 mM NaCl durante los Gltimos 3
dias. Una vez separadas del resto de la planta, las raices se lavaron con agua
desionizada, secandose por centrifugacion manual entre papeles de filtro con
secadora de verduras. Posteriormente, las raices se trocearon y se homogeneizaron en
Sorvall Omnimixer con un tampon (1:2, peso fresco/volumen) compuesto por 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
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(fenilmetilsulfonilfluoruro), y 5 mM metabisulfito soédico, pH 8,0 con 4&cido
sulftrico. El homogenado se filtré a través de 6 capas de gasa, y el extracto obtenido
se centrifugd a 12000 g durante 15 minutos. El sobrenadante resultante se centrifugo
durante 35 minutos a 100000 g, obteniéndose un sedimento correspondiente a la
fraccidon microsomal, que se resuspendid en tampoén de conservacion (250 mM
Manitol, 2 mM BTP-MES, pH 7,5, 1 mM EGTA-BTP pH 7,5, 10 % (p/v) glicerol, 2
mM DTT, 0,1 mM PMSF y 0,2 % (p/v) BSA), se congeld en nitrégeno liquido y se
almaceno a -80 °C. En los casos en que los microsomas se utilizaron para purificar
algin tipo de membranas celulares (Figura MS), el sedimento obtenido por
centrifugacion a 100000 g se resuspendio en los tampones adecuados para tal fin.

Todo el proceso de aislamiento de membranas se llevo a cabo a 4 °C.

M2.2.2. Aislamiento de endomembranas.

Se ha seguido esencialmente el procedimiento descrito por Rodriguez-
Rosales et al., (2008). Los microsomas aislados (apartado M2.2.1.) a partir de raices
de plantas de tomate que sobreexpresan LeNHX2, se resuspendieron en 2 ml de
tampon de aislamiento de endomembranas compuesto por 10 mM Tris-Mes pH 7,6,
I mM EGTA, 25 mM KCI, 1,1 M glicerol, 0,2 % (p/v) BSA, 2 mM DTT, 1 mM
PMSF y 1 mg/l leupeptina, en sacarosa al 15 % (p/p). Las membranas resuspendidas
se cargaron sobre un colchdn de sacarosa constituido por 15 ml de sacarosa al 35 %
(p/p) en tampdn de aislamiento de endomembranas, y se centrifugd el conjunto a
83000 g durante 1,5 h. Las vesiculas enriquecidas en endomembranas se recogieron
en la interfase 15 %-35 %, se diluyeron en 25 ml de 5 mM Tris-Mes pH 7,6, 0,3 M
Sorbitol, 1 mM EGTA, 0,1 M KCIl, 1 mM DTT, 1 mM PMSF y 1 mg/l leupeptina y
se centrifugaron nuevamente a 100000 g durante 35 minutos. El sedimento resultante
se resuspendid en 0,5 ml de 0,3 M sorbitol, 5 mM Tris-Mes pH 7,6, | mM PMSF y 1

mM DTT, congelandose en nitrégeno liquido y almacenandose a -80 °C hasta su uso.
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M2.2.3. Purificacion de vesiculas de plasmalema.

Los microsomas (apartado M2.2.1) obtenidos a partir de raices de plantas de
tomate que sobreexpresan SISOS2, se resuspendieron en 2 ml de tampon de particién
(330 mM sacarosa, 5 mM fosfato potasico, pH 7,8, y 0,1 mM PMSF).

La purificacion de plasmalema se llevo a cabo por el método de particion de fases en
sistemas de dos polimeros acuosos, polietilenglicol (PEG) y dextrano, siguiendo los
protocolos descritos por Kerkeb et al., (2001) y Olias et al., (2009a). Se prepararon
tubos de vidrio Corex conteniendo 20 g de fases compuestas por 6,4 % (p/p)
Dextrano T500, 6,4 % (p/p) PEG 3350, 2 mM KCl, 330 mM sacarosa, 5 mM tampdn
fosfato potésico, pH 7,8. Tras la adicion al tubo de particion de 2 ml de membranas
microsomales resuspendidas en tampdén de particion, las fases se mezclaron
vigorosamente por 40 inversiones del tubo y se separaron por centrifugacion a 2000
g durante 5 minutos en rotor basculante. La fase superior, conteniendo las vesiculas
de membrana enriquecidas en plasmalema, se diluyé con tampoéon 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
35 minutos. El sedimento enriquecido en plasmalema se resuspendié en tampdn de
conservacion 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, al que se le afadi6 0,2 % (p/v) de
BSA, una vez tomadas las alicuotas para la determinacion de su contenido protéico.
Las membranas se congelaron en N, liquido y se almacenaron en alicuotas de 20 ul a

-80 °C para su posterior uso.

M.2.2.4. Purificacion de vesiculas de tonoplasto.

Los microsomas (apartado M2.2.1) purificados a partir de raices de plantas de
tomate que sobreexpresan SISOS2, se resuspendieron en 2 ml de tampon de

gradiente (250 mM manitol, 2 mM BTP-MES, pH 8, 1 mM EGTA-BTP, pH 8, 0.1
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mM PMSF y 2 mM DTT). La suspension microsomal se afiadi6 sobre un colchon de
sacarosa de 15 ml de 22 % (p/p) de sacarosa preparado en tampon de gradiente,
depositando dicho colchdn, con la ayuda de una jeringa con un capilar largo, por
debajo de la muestra préviamente afiadida en el tubo de centrifuga, para prevenir la
perturbacion de la interfase (Ballesteros et al., 1997). El conjunto se centrifugd a
100000 g durante 40 minutos en rotor basculante SW28 (Beckman).

La fraccion de membrana de la interfase 0/22 se recogié directamente del
tubo con una jeringa, y se diluyé6 en tampdén de lavado, sedimentandose por
centrifugacion a 150000 g durante 35 minutos. El sedimento obtenido se resuspendio
en tampon de conservacion, almacenandose en alicuotas a -80 °C, tras congelarlas en
N, liquido.

Tejido fresco
- Raiz -

lHomogenimcifm

Extracto crudo

12000 g

15 min

l

Sedimento

100000 g

35 min

Fraccion Sobrenadante
microsomal desechado
Resuspension
'I'amp.(\ﬁ)de Tampén de Tampoén de aislamiento
particién gradiente de endomembranas
o 2000 g 120000 g 83000 g
5 min 40min 1,5h

Recogida de la fase Recogida de la interfase Recogida de la interfase
superior y dilucién en 0 %-22 % y dilucién en 15 %-35 % y dilucién en

tampon de lavado tampon de lavado tampon de lavado

150000 g 35 min 7 150000 g 35 min 150000 g 35 min
Sedimento enriquecido Sedimento enriquecido Sedimento enriquecido
en vesiculas del en vesiculas del en vesiculas de

plasmalema tonoplasto endomembranas

Figura M8. Esquema de la metodologia seguida para la obtencion de las distintas fracciones
de membrana de raiz de tomate.
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M2.2.5. Cuantificacion de proteinas.

Las proteinas de membranas se cuantificaron por el método de Bradford
(1976), modificado por Gogstad y Krutnes (1982), consistente en la adicion de 0,1 %
(v/v) Triton X-100, para solubilizar las proteinas, empleandose el reactivo de color

concentrado de Bio-Rad, diluido 4 veces, y BSA como patrén.

M2.2.6. Determinacién de la actividad de intercambio Na'/H" en vesiculas de

membrana.

Se han seguido los procedimientos préviamente descritos para la deteccion
del intercambio cation/H" en las vesiculas aisladas de tonoplasto (Ballesteros et al.,
1997), endomembranas (Rodriguez-Rosales et al., 2008) y plasmalema (Rodriguez-
Rosales et al 1999; Olias et al., 2009a), mediante la disipacion por el cation del
gradiente de H' préviamente creado por las respectivas actividades H'-ATPasas
especificas de las membranas purificadas, utilizando ACMA como sonda
fluorescente. La emision de fluorescencia de la sonda ACMA, disuelta en DMSO, se
cuantific6 en un espectrofluorimetro termostatizado y con agitaciéon (modelo
QM2000; Photon Technology International, Sussex, UK), a una longitud de onda de
excitacion y emision de 415 y 485nm, respectivamente. La fluorescencia fue
monitorizada en una célula termoestable a 26 °C en 1 ml de medio de reaccion que
contenia 50 ug de proteinas de membranas, 250 mM Manitol o Sorbitol, 10 mM
BTP-MES, pH 6,5 (plasmalema) o 7,5 (tonolasto y endomembrana), 1,5 mM ATP-
BTP, pH 7,0, 100 mM TMA-CI (Cloruro de tetrametilamonio), 1 uM ACMA (9-
amino-6-cloro-2-metoxiacridina), 25 mM KNO; (plasmalema) o KCl (tonolasto y
endomembrana) y 0,2 mg/ml Brij 58 (plasmalema), inicidndose la reaccién por
adicion de 1,5 mM MgSOs,.

En estas condiciones, la enzima H'-ATPasa, en presencia de Mg-ATP (Figura

M9, trazo a), genera un gradiente de pH (interior acido) que provoca la extincioén
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gradual de la fluorescencia de la sonda ACMA encapsulada en el interior de las
vesiculas (Figura M9, trazo b). Cuando el nivel de fluorescencia se estabiliza (Figura
M9, trazo c), se inicia la reaccion de antiporte mediante la adicion de Na', en forma
de Na,SO4, 0 K', en forma de K,SO,, al medio de reaccion, dando lugar a la
recuperacion de la fluorescencia debido a la relajacion del gradiente de pH como
resultado del intercambio cation/proton (Figura M9, trazo d). Al final del ensayo, se
disipa el gradiente de pH por la adicion de 12,5 mM NH4SO4 (Figura M9, trazo e). El
total de fluorescencia recuperada, medida como la diferencia entre la fluorescencia
minima y el nivel final de fluorescencia obtenido tras la adicion de iondforos, se
establecié como 100% de fluorescencia y equivale al valor de extincidén maxima de
la sonda.

Para la cuantificacion de la actividad antiporteadora cation/H" se trazo la
tangente a la curva en los primeros segundos tras la adicion de la sal (Na;SO4 o
K,SO4), para obtener la velocidad inicial de recuperacion de la emision de
fluorescencia. La actividad se estimd en base al cociente entre la fluorescencia
recuperada por unidad de tiempo y la cantidad de proteinas de la muestra en la cubeta
de medida, asi como en base a la extincion maxima de la fluorescencia (expresada

como % Q).

MgSO,

Catién

F/Fol10 2

1 min

Figura M9. Registro espectrofluorimétrico de la actividad antiporteadora Catién/H'. Las
letras indican los diferentes componentes y estan detalladas en el texto.
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Como medida de pureza, las preparaciones de membrana obtenidas a partir de
microsomas de raiz se caracterizaron utilizando inhibidores especificos para las
actividades de transporte de H' dependientes de ATP de los diferentes origenes
subcelulares. Los inhibidores utilizados fueron vanadato (VO4®), un inhibidor
especifico de P-ATPasas de membrana plasmatica, bafilomicina, inhibidor especifico
de la V-H'-ATPasa de vacuolas, azida (N3, inhibidor de las F-H'-ATPasas
mitocondriales (Ballesteros et al., 1996 y 1997, Rodriguez-Rosales et al., 1999;
Kerkeb, 2000; Kerkeb et al., 2001, Olias et al., 2009a).

M2.2.7. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE).

Se partié de microsomas de plantas de tomate que sobreexpresan la proteina
LeNHX2 etiquetada con una cola de 10 histidinas (RGSH;¢). Se resuspendieron 25
ug de proteinas microsomales en 100 mM Tris-HCI pH 8,0 conteniendo 1 % SDS
(dodecilsulfato sdédico), 2 % glicerol, 10 mM DTT, 0,00125 % azul de bromofenol y
4 mM PMSF, incubandose la mezcla durante 30 minutos, a 30 °C. La separacion de
las proteinas solubilizadas se llevdo a cabo en geles al 10 % de poliacrilamida
utilizando un equipo Mini-Protean-3™ de Bio-Rad para geles de 8 x 7 cm y 1 mm de
espesor (Laemmli 1970). La electroforesis se llevo a cabo a temperatura ambiente y a
voltaje constante (100 V). Para el anélisis del perfil protico, los geles se tifieron con
Azul Coomassie y para los estudios de inmunodeteccidon, las proteinas se
electrotranstirieron desde los geles de poliacrilamida a membranas PVDF (fluoruro

de polivinilideno).

M2.2.8. Tincion de proteinas separadas por electroforesis.

La visualizacion de las proteinas separadas por SDS-PAGE se llevd a cabo
mediante tincion con Azul Coomassie. Los geles se fijaron y tifieron directamente

con Coomassie Brillant Blue R al 0,25 % (p/v) en metanol:acido acético:agua
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(40:10:50, v/v/v), durante 1-2 horas en agitacion, y se destifieron durante 3-5 horas

con metanol:acido acético:agua (40:10:50, v/v/v).

M2.2.9. Electrotransferencia e inmunodeteccion.

Se realizo para la deteccion del antiportador LeNHX?2 en membranas aisladas
de plantas MicroTom silvestres y sobreexpresoras de LeNHX2 (Rodriguez-Rosales
et al., 2008). Para ello, las proteinas separadas mediante SDS-PAGE se transfirieron
a membranas PVDF en un equipo Mini trans-blot de BioRad, a voltaje constante
(100 V) durante 90 minutos, a 4 °C y utilizando como tampon de transferencia 10
mM CAPS (Acido N-ciclohexil-3-aminopropanosulfonico) pH 11, suplementado con
metanol hasta una concentracion final del 10 % (Towbin et al.,, 1979). A fin de
visualizar el grado de transferencia, las membranas PVDF se tifieron con rojo
Ponceau (0,1 %), préviamente a la incubacion con los anticuerpos.

Tras la electrotransferencia, las membranas PVDF fueron incubadas durante
1,5 horas en 10 ml de tamp6n de bloqueo (150 mM NacCl, leche en polvo desnatada
al 2,5 %, 20 mM Tris-HCI pH 8 y 0,05 % Tween 20). A continuacion, la membrana
fue incubada en 5 ml de tampdén de bloqueo al que se anadid 1 ul del anticuerpo
primario, incubandola toda la noche a 4 °C y en agitacion suave. Se utilizd un
anticuerpo monoclonal producido en raton frente al epitopo RGSHy4 presente en la
cola de histidinas de la proteina LeNHX2. Tras la incubacion con el anticuerpo
primario, los filtros PVDF fueron sometidos a 3 lavados sucesivos de 5 minutos con
el tampoén de bloqueo e incubados durante una hora y media con 10 ml del mismo
tampon al que se habia afiadido 5 pl de anticuerpo secundario (anti IgG de ratén)
ligado a la enzima fosfatasa alcalina. Tras 5 lavados de 5 minutos con el tampon de
bloqueo, para eliminar los restos de anticuerpo secundario, y dos lavados en el
tampon de revelado de la reaccion de la fosfatasa alcalina (0,1 M Tris, 0,1 M NaCl, 5

mM MgCl,), se procedio al revelado de la reaccion enzimatica utilizando como
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sustratos cromogénicos NBT (nitro blue tetrazolium) y BCIP (sal p-toluidina de 5-

bromo-4-cloro-3-indolilfosfato).
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Se han obtenido plantas transgénicas de tomate mediante la transformacion de
cotiledones y posterior regeneracion de plantas siguiendo basicamente el método
descrito por Ellul et al., (2003) (apartados M1.2.5 y M1.2.6). Para ello se emple6
Agrobacterium tumefaciens, transformado con las diferentes construcciones génicas
para la sobrexpresion de LeNHX2, SISOS2, SISOS3 y SINhaD bajo el control del
promotor constitutivo 35S y con el gen de resistencia a higromicina como marcador
de seleccion (Roberts et al. 1997) (apartado M2.1, tabla M5).

En todos los ensayos realizados en este trabajo se han empleado plantas
transgénicas con una unica copia del transgen, seleccionadas mediante ensayos tipo
Southern blot. Para los ensayos con LeNHX2, SISOS3 y SINhaD se emplearon
plantas T3 homocigotas para el transgen segiin se dedujo del anélisis de segregacion
mendeliana del caracter resistencia a higromicina. Para los ensayos con SISOS2,
donde no se pudo usar plantas T3, se escogieron lineas T2 con alto porcentaje de

homocigosis.

R1. Sobrexpresion de LeNHX2 en tomate.

R1.1. Obtencion de plantas homocigotas y mono-locus para el transgen.

Se llevaron a cabo 5 experimentos independientes de transformacion de
cotiledones de tomate. En total se usaron aproximadamente 900 segmentos de
cotiledones, a partir de los cuales se regeneraron 40 plantas con capacidad de crecer
en presencia de 50 pg/ml higromicina. A partir de DNA gendémico de todas las lineas
T1 regeneradas se detectd por PCR el fragmento de 468 pb del gen de resistencia a
higromicina en 36 de las 40 plantas regeneradas. De entre estas lineas se escogieron

10 al azar para estudios posteriores (Figura R1).
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4 17 19 110 117 WT 119 21 127 139 140 PC
L e ———— -—P---

Figura R1. Deteccion por PCR de un fragmento del gen de resistencia a higromicina en
plantas de tomate no transformadas (WT) y transformadas T1. Como control positivo se
utilizé la construccion de sobreexpresion pPCAMBIA1303-LeNHX2 (PC).

Los ensayos de Southern blot mostraron que de las 10 plantas TI
seleccionadas, tinicamente las lineas L4, L7, L9 y L27 mostraban una Unica sefial de
hibridacion con la sonda marcada, siendo dicha sefial diferente cuando el DNA
genomico habia sido digerido con diferentes enzimas de restriccion (Figura R2). Las
plantas no transformadas no mostraron ninguna sefial de hibridacion (resultados no

mostrados).

Figura R2. Southern blot de diferentes lineas transgénicas de tomate transformadas con la
construccion pPCAMBIA1303-LeNHX?2.
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Puesto que segun estos analisis por Southern blot las lineas L4, L7, L9 y L27
son portadoras de una tUnica insercion del transgén LeNHX2, se realizaron procesos
de autofecundacion de estas plantas T1 y se analizd la segregacion del caracter
resistencia a higromicina en los descendientes T2 y T3 a fin de seleccionar lineas

homocigotas (Tabla R1).

Tabla R1. Porcentajes de germinacion, en presencia de higromicina, de las semillas
obtenidas de lineas transformantes T1 con una unica insercion del transgén LeNHX2 y de las
obtenidas de las lineas T2 y T3 generadas por autofecundacion. Se emplearon 50 semillas en
cada caso y los valores se refirieron a los porcentajes de germinacion obtenidos en ausencia
higromicina (100 %).

T1 Germinacién (%) T2 | Germinacion (%) | T3 | Germinacion (%)
4 83,3 4-5 95,0 4-5-2 100
7 77,8 7-7 93.8 7-7-3 100
9 80,3 9-3 95,9 9-3-2 100

27 83,9 27-3 90 - -

Los estudios de segregacion de la resistencia a higromicina en las diferentes
generaciones determinaron que las semillas de las lineas T3 4-5-2, 7-7-3 y 9-3-2,
germinaban al 100 % en presencia del antibidtico y, por tanto, estas lineas se
consideraron homocigotas. Ademas, se comprobd que estas lineas mantenian una
unica insercion del transgén LeNHX2 mediante experimentos de Southern blot
(Figura R3). En el caso de la linea 27, las plantas T3 mostraron niveles
anormalmente bajos de germinacion de modo que fueron descartadas para los

ensayos posteriores.
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Figura R3. Southern blot de 3 lineas transgénicas T3 homocigotas para el transgen
LeNHX2.

R1.2. Determinacion de los niveles de expresion de LeNHX2.

El analisis por PCR a tiempo real mostré que en condiciones control, donde
las plantas no habian sido tratadas, los niveles de expresion de LeNHX2 en las raices
de las lineas transgénicas fueron mayores que los de las plantas no transformadas, e
incrementaron en todas las plantas por efecto del tratamiento salino, siendo este

aumento significativamente mayor en las plantas transgénicas (Figura R4).
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Figura R4. Niveles de expresion relativa de LeNHX2, cuantificado por PCR a tiempo real,
en las raices de las plantas sin transformar (Wt) y en las de las lineas transgénicas T3
homocigotas 4-5-2 y 9-3-2. Plantas de 25 dias se trataron con 0 (no tratadas) y 120 mM NaCl
durante 5 dias en cultivo hidroponico. Los resultados se expresan como incremento o
disminucion respecto a la expresion de LeNHX2 en plantas Wt en ausencia de estrés, a la
que se le asigna valor 1. Diferentes letras indican valores significativamente diferentes (Test

de Duncan P<0,05).
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Ademas de comprobar la presencia del transgen LeNHX2 mediante analisis
por PCR, se estudid la presencia de la proteina codificada por dicho transgen
mediante inmunoblot utilizado anticuerpos frente a la cola de histidinas presente en
el extremo C-terminal de la proteina (apartado M2.2.9). Estos estudios mostraron que
el anticuerpo reconocia una proteina de aproximadamente 55 kD en microsomas
aislados de raices de plantas de la linea transgénica 9-3-2 y no asi en los de lineas
control (Figura R5). A efectos comparativos y como control positivo se incluyo en
los experimentos de inmunodeteccion la proteina LeNHX2 purificada de microsomas
de levadura transformada con una construccion para la expresion de este
transportador de tomate.

PM 1 2 3
250>
150 >
100 >

75»

I

37»

25>
20>

15> .
Figura R5. Inmunodeteccion de LeNHX2 en membranas microsomales obtenidas de raices
de plantas no transformadas (2) y transgénica L.4-5-2 (3). Plantas de 25 dias se trataron con

120 mM NaCl durante 5 dias en cultivo hidropénico. Como control se incluye Ia
inmunodeteccion de LeNHX?2 purificada de levadura transformada con este gen de tomate

(1).

R1.3. Caracterizacion fisioldgica de las plantas sobreexpresoras LeNHX2.

El crecimiento de las plantas sobrexpresoras de LeNHX2 y las no
transformadas se midi6 en base a la determinacion del peso fresco de raiz y parte
aérea y al célculo del indice de crecimiento relativo (RGR). En ausencia de estrés

salino no se observaron diferencias significativas entre ambos tipos de plantas
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(Figura R6A). Sin embargo, el cultivo en presencia de 120 mM NaCl durante 15
dias, afectd a los dos tipos de plantas, especialmente a las no transformadas, que
presentaron menor tamafio que las plantas transgénicas, sobre todo en parte aérea.
Este menor crecimiento venia asociado a un aumento del nimero de hojas clordticas
(Figura R6A). En presencia de 120 mM NacCl las plantas transgénicas presentaban un
mayor peso fresco de la parte aérea que las no transformadas, no existiendo
diferencias significativas en los pesos frescos de las raices entre ambos tipos de
plantas (Figura R6B). El andlisis del RGR, calculado en funcién de los pesos secos,
confirmé que las plantas transgénicas crecian mejor que las no transformadas en
condiciones de estrés salino (Figura R6C).

Para estudiar el efecto de la baja disponibilidad de K sobre el crecimiento,
las plantas fueron cultivadas en sistema hidropdonico durante 35 dias en ausencia de
K. En estas condiciones las plantas transgénicas presentaron un menor crecimiento,
especialmente en la parte aérea, que las plantas no transformadas (Figura R7A), lo
cual se reflejo en una significativa disminucion en el peso fresco de la parte aérea
(Figura R7B).

El analisis del contenido i6nico se llevd a cabo con el material seco de tejidos
de raiz y parte aérea después de 5 dias de tratamiento con 120 mM de NaCl. En
ausencia de tratamiento, tanto las plantas transgénicas como las no transformadas
mostraron bajos contenidos de Na', mientras que en condiciones salinas ambos tipos
de plantas acumularon cantidades similares de Na' en la raiz, y sobre todo, en la
parte aérea (Figura R8A). En el caso del K, en ausencia de tratamiento salino su
contenido fue significativamente mayor en las raices y parte aérea de las plantas
transgénicas que en las de las plantas no transformadas. En presencia de NaCl, el
contenido de K disminuyé drasticamente en todos los tejidos de ambos tipos de
plantas, aunque las plantas transgénicas mostraron un mayor contenido de K" en
raices y parte acrea que las plantas no transformadas (Figura RS8B).

Consiguientemente, las lineas sobreexpresoras de LeNHX2 mantuvieron, respecto a
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4 + + I3 r .
las plantas no transformadas, una mayor razén K'/Na' en raiz y parte aérea tanto si se

cultivaban en ausencia (Figura R8C) como en presencia (Figura R8D) de NaCl.
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Figura R6. Efecto del estrés salino sobre el crecimiento de plantas T3 sobreexpresoras de
LeNHX2 (L4-5-2 y L9-3-2) y no transformadas (Wt). Plantas de 25 dias se trataron con 0
(no tratadas) y 120 mM NaCl durante 15 dias en cultivo hidropdénico. A) Imagen
representativa de un ensayo; B) Peso fresco de raiz y parte aérea expresado en gramos por
planta a tiempo final; C) RGR (dias™), calculado en funcién del peso seco a los 5y 15 dias
del inicio del tratamiento en el cultivo hidropoénico. En todos los casos los valores son media
+ desviacion estandar de 2 experimentos independientes, con 4 réplicas cada uno. Diferentes
letras indican diferencias significativas (Test de Duncan P< 0,05).
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Figura R7. Crecimiento de plantas T3 sobreexpresoras de LeNHX2 (L4-5-2 y L9-3-2) y no
transformadas (Wt). Plantas de 25 dias se cultivaron en presencia (no tratadas) y ausencia de
K" (déficit de K") durante los 35 dias del cultivo hidroponico. A) Imagen representativa de
un ensayo; B) Peso fresco expresado en gramos por planta a tiempo final del cultivo. Los
valores son media = desviacion estandar de 2 experimentos independientes, con 4 réplicas
cada uno. Diferentes letras indican diferencias significativas (Test de Duncan P< 0,05).
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Figura R8. Contenido de Na" y K" en raices y parte aérea de plantas de tomate transgénicas
(L4-5-2 y L9-3-2) y sin transformar (Wt). Plantas de 25 dias se trataron con 0 (no tratadas) y
120 mM NaCl durante los ultimos 15 dias del cultivo hidroponico. Se muestran los
contenidos i6nicos a los 5 dias de tratamiento. A) Contenido de Na"; B) Contenido de K'; C)
Relacién K'/Na™ en plantas no tratadas; D) Relacion K'/Na’ en plantas tratadas. Los
resultados son media + desviacion estandar de 2 experimentos independientes, con cuatro
réplicas cada uno. Diferentes letras indican diferencias significativas (Test de Duncan P<
0,05).

r . . . . —+
Las plantas transgénicas, cultivadas en condiciones normales de K-,
mostraron un aumento del contenido en K en el flujo xilematico comparado con las

plantas sin transformar (Figura R9).
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Figura R9. Contenido en K" en el flujo xilematico en las plantas sin transformar y en las
lineas transgénicas 4-5-2 y 9-3-2. Plantas de 25 dias se cultivaron en condiciones normales
de K durante 5 dias en cultivo hidropénico. Los valores son media + desviacion estindar de
2 experimentos independientes, con 4 réplicas cada uno. Diferentes letras indican diferencias
significativas (Test de Duncan P< 0,05).

R1.4. Determinacion de las actividades de transporte ionico en
endomembranas.

Con el fin de determinar si el aumento de los niveles de expresion de
LeNHX2 y el incremento del contenido de K’ en las plantas transgénicas se
correlacionaba con un aumento en la actividad de intercambio cation/H™ en
endosomas, se realizaron ensayos de la actividad antiporte (K", Na')/H" (apartado
M2.2.6) en fracciones enriquecidas en vesiculas endomembranarias obtenidas a partir
de raices de plantas transgénicas y no transformadas (apartado M2.2.2) cultivadas en
sistema hidropdnico durante 8 dias y tratadas con 120 mM NaCl durante los 5
ultimos dias. Para ello, se midio la relajacion del gradiente de pH préviamente creado
en el interior de las vesiculas por la V-H'-ATPasa tras la adicion de Na,SO, 0 K,SOq4
al medio de incubacion, determinado como recuperacion de la fluorescencia de la
sonda ACMA sensible a pH (apartado M2.2.6).

En condiciones control, la actividad de intercambio Na'/H" y K'/H" fue
ligeramente mas alta en las lineas transgénicas que en las no transformadas (Figuras
R10A, B). Cuando las plantas se cultivaron en presencia de NaCl, tanto la actividad

antiportadora Na'/H" como K'/H" fueron significativamente mas altas en las lineas
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transgénicas que en las plantas no transformadas a las concentraciones de sales

ensayadas (Figura R10C, D).
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Figura R10. Actividad antiportadora Cation/H" en fracciones enriquecidas en vesiculas
endomembranarias de raices de plantas no transformadas (linea continua) y transgénicas
(lineas discontinuas) cultivadas en ausencia (A y B) y presencia (C y D) de 120 mM NacCl
durante 5 dias. La actividad fue determinada mediante la extincion de la fluorescencia del
ACMA. Inicialmente, tras la adicion de MgSQO, se genera un gradiente de pH a través de las
vesiculas, acido en el interior, energizado por la V-H -ATPasa . Una vez el gradiente de pH
es estable, la actividad de intercambio Na'/H™ o K'/H" se inicia por adicién de (A y C)
Na,S04 (50 mM) o (B y D) K,SO4 (50 mM), respectivamente. Finalmente, se suprime el
gradiente de pH por adicion de 12,5 mM (NH,4),SO4. Las graficas corresponden a un
experimento representativo de tres realizados usando preparaciones de membrana
independientes para cada tipo de planta. La recuperacion de la fluorescencia se normalizd de
forma que 0 % representa el nivel minimo de fluorescencia (extincion maxima de la
fluorescencia) obtenido después de la energizacion de la V-H'-ATPasa, y 100 % representa
el nivel maximo de fluorescencia obtenido después de la adicion de iondforos (recuperacion
maxima de la fluorescencia).
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R1.5. Regulacion de la expresiéon de los sistemas de absorcion de K™ de
alta afinidad, HAK, en las plantas sobrexpresoras LeNHX2.

La mayor actividad antiportadora K'/H" en endosomas de las plantas que
sobrexpresan LeNHX2 se realiza a expensas del K' citosélico y, por tanto, podria
generar un déficit de K' en el citosol, que disparara la induccion de sistemas de
absorcion de alta afinidad especificos para K', capaces de absorber K del medio
extracelular hacia el citosol. Uno de los mecanismos implicados en la absorciéon de
K" por las raices de las plantas de tomate es el transportador de K" de alta afinidad,
LeHAKS (Nieves-Cordones et al., 2007 y 2008). De ahi que se analizara el efecto de
la sobreexpresion de LeNHX2 sobre los niveles de expresion de LeHAKS en las
raices de las plantas. Como puede observarse en la Figura R11, en presencia de K™ y
ausencia de un estrés salino, las plantas no transformadas y transgénicas mostraron
niveles de expresion muy bajos de HAKS, no observandose ademas diferencias
significativas entre ambos tipos de plantas. La ausencia de K™ en el medio de cultivo
indujo un incremento considerable en los niveles de expresion de HAKS tanto en las
plantas transgénicas como en las no transformadas, siendo dicho incremento

significativamente mas alto en las plantas transgénicas (Figura R11).
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Figura R11. Niveles de expresion relativa de LeHAKS, cuantificado por PCR a tiempo real,
en las raices de las plantas sin transformar (Wt) y de las lineas transgénicas T3 4-5-2 y 9-3-2.
Plantas de 25 dias se cultivaron en presencia (no tratadas) y ausencia (déficit de K") de K"
durante los ultimos 7 dias del cultivo hidropoénico. Los resultados se expresan como
incremento o disminucidn respecto a la expresion de LeHAKS en raices de plantas Wt en
ausencia de estrés, a la que se le asigna valor 1. Diferentes letras indican valores
significativamente diferentes (Test de Duncan P<0,05).
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R2. Sobrexpresion de SISOS2 en tomate.

R2.1. Obtencion de plantas homocigotas y mono-locus para el transgen.

Se llevaron a cabo 2 experimentos independientes de transformacion de
cotiledones de tomate. En total se usaron aproximadamente 450 segmentos de
cotiledones, a partir de los cuales se regeneraron 29 plantas que crecian en medios
selectivos conteniendo 50 pg/ml higromicina. Se extrajo DNA genomico de todas las
lineas T1 y mediante PCR se detecto el fragmento de 468 pb del gen de resistencia a
higromicina en todas las plantas regeneradas. De entre las lineas T1 en las que
amplifico por PCR el fragmento de resistencia a higromicina se escogieron 8 al azar

para estudios posteriores (Figura R12).

WT  PC L1 L2 L3 4 L5 L6 L7 L8

Figura R12. Deteccion por PCR de un fragmento del gen de resistencia a higromicina en
plantas de tomate no transformadas (Wt) y transformadas T1 de las lineas L1 a LS. Como
control positivo se utilizé la construccion de sobreexpresion pCAMBIA1303-S1ISOS2 (PC).

Los ensayos de Southern blot mostraron que las lineas T1 1, 3, 5, 7 y 8, pero no las
lineas 2, 4 y 6 presentaban una Unica banda de hibridacion con la sonda marcada y
que ademas, dicha sefial era diferente cuando el DNA gendémico habia sido digerido
con diferentes enzimas de restriccion (Figura R13), de lo cual se concluye que las
lineas 1, 3, 5, 7 y 8 eran portadoras de una tnica insercion del transgen. Las plantas
no transformadas no mostraron ninguna sefal de hibridacion (resultados no
mostrados).

Las lineas T1 con una Unica insercion se utilizaron para obtener por

autofecundacion plantas T2 (Tabla R2).
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Figura R13. Southern blot de diferentes lineas transgénicas de tomate transformadas con la
construccion pPCAMBIA1303-SISOS2.

Tabla R2. Porcentajes de germinacién, en presencia de higromicina, de las lineas
transformantes T1 con una Unica insercion del transgen SISOS2 y de las lineas T2 obtenidas

por autofecundacion. Para cada una de las determinaciones se emplearon 50 semillas. Los
valores estan referidos a los porcentajes de germinacion obtenidos en ausencia higromicina

(100 %).

T1 Germinacion (%) | T2 | Germinacion (%)
1 65 1-1 90
3 77 3-2 94
5 70 5-4 96
7 80 7-4 04
8 77 8-2 93

Los ensayos de segregacion de la resistencia a higromicina en las diferentes

generaciones determinaron que las semillas de las lineas T2 1-1, 5-4, 7-4 y 8-2
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mostraban porcentajes de germinacion superiores al 90 % en presencia de 50 ug/ml

higromicina. Se decidié emplear estas lineas T2 para los ensayos posteriores.

R2.2. Determinacion de los niveles de expresion de SISOS2.

El andlisis por PCR a tiempo real mostr6 que en condiciones control los
niveles de expresion de SISOS2 en las raices de las plantas transgénicas eran
significativamente mayores que los de las plantas sin transformar (Figura R14).
Asimismo, cuando las plantas se sometieron a un estrés salino, los transcritos de
SISOS2 aumentaron en las raices de todas las plantas, siendo este aumento
significativamente mayor en las plantas transgénicas (Figura R14).
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Figura R14. Niveles de expresion relativa de SISOS2, cuantificado por PCR a tiempo real,
en las raices de plantas sin transformar (Wt) y en las de las lineas transgénicas T2 7-4 y 8-2.
Plantas de 25 dias se trataron con 0 (no tratadas) y 120 mM NaCl durante 5 dias. Los
resultados se expresan como incremento o disminucion respecto a la expresion de SISOS2 en
plantas Wt en ausencia de estrés, a la que se le asigna valor 1. Diferentes letras indican
valores significativamente diferentes (Test de Duncan P<0,05).

R2.3. Caracterizacion fisioldgica de las plantas sobreexpresoras SISOS2.

Ensayos preliminares llevados a cabo con plantas de la linea transgénica T2
L7-4 mostraron que en condiciones control eran mas pequefias que las plantas no
transformadas. Cuando ambos tipos de plantas fueron cultivadas durante 10 dias en

presencia de 120 mM NacCl, las no transformadas presentaron un menor tamafo,
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especialmente de la parte aérea, asi como un mayor nimero de hojas cloroticas que
las plantas transgénicas (Figura R15A). En concordancia con ello, el analisis del
RGR mostr6 que las plantas transgénicas cultivadas en condiciones control
presentaban un valor inferior al de las plantas sin transformar; mientras que en
condiciones de estrés salino, el RGR de las plantas transgénicas era
significativamente mayor que el de las plantas no transformadas, confirmando que

las plantas transgénicas estaban mejor adaptadas al estrés por NaCl (Figura R15B).

A MicroTom MicroTom 358:5/5052
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Figura R15. Efecto del estrés salino sobre el crecimiento de plantas de tomate transgénicas
T2 (linea 7-4), y no transformadas (Wt). Plantas de 25 dias se trataron con 0 (no tratadas) y
120 mM NaCl durante 10 dias en cultivo hidropdnico. A) Imagen de un experimento
representativo B) RGR (dia™), calculado a partir de peso seco de planta completa a los 5y 10
dias de tratamiento. Los valores son medias + desviacion estdndar de 2 experimentos
independientes, con 3 réplicas cada uno. Diferentes letras indican diferencias significativas
(Test de Duncan P<0,05).
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El analisis del contenido i6nico en el material seco de raiz, tallo y hojas no
mostro diferencias en el contenido de Na™ en condiciones control entre las plantas
transgénicas y las no transformadas. Cuando las plantas se cultivaron en presencia de
NaCl, todas ellas acumularon mas Na' en todos los tejidos estudiados, pero dicha
acumulacion fue mucho menor en el tallo y en la raiz de las plantas transgénicas que
en las no transformadas (Figura R16A). Sin embargo, el efecto de la sobreexpresion
de SISOS2 sobre el contenido de K* fue menos consistente, si bien las plantas
transgénicas mostraron una mejor relacion K'/Na' en el tallo y en las hojas
comparado con las plantas sin transformar (Figura R16C).

El fenotipo de las plantas sobrexpresoras de SISOS2 se analiz6 en estadios
jovenes de desarrollo durante los primeros dias en placa Petri, y por consiguiente, en

ausencia de transpiracion.
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Figura R16. Contenido en Na' y K en raices, tallos y hojas de plantas de tomate
transgénicas T2 (L7-4 y L8-2) y sin transformar (Wt). Plantas de 25 dias se trataron con 0
(no tratadas) y 120 mM NaCl durante 10 dias de cultivo hidroponico. Se muestran los
resultados de contenido i6nico a los 5 dias de tratamiento. A) Contenido en Na'; B)
Contenido en K'; C) Relacion K'/Na" en plantas no tratadas; D) Relacién K'/Na" en plantas
tratadas. Los resultados son media + desviacion estandar de 2 experimentos independientes,
con cuatro réplicas cada uno. Diferentes letras indican diferencias significativas (Test de
Duncan P<0,05).
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Para realizar estos ensayos, semillas germinadas en placa con 1,5 cm de
radicula fueron transferidas a medio MG suplementado con 0 (Control), 80, 120 y
150 mM NaCl durante 0, 3 y 5 dias, determindndose la longitud de sus raices
primarias (Figura R17). Debido a que las raices presentaban crecimiento lineal, se
pudo calcular la velocidad de crecimiento relativo de la raiz principal a lo largo del
tiempo (apartado M1.2.10). Los resultados obtenidos mostraron que el crecimiento
relativo de la raiz de las plantulas transgénicas, en condiciones control, no diferia
significativamente del de las plantas no transformadas. En presencia de 80 mM NaCl
las plantulas de la linea 7-4 mostraban una mayor velocidad de crecimiento relativo
de la raiz primaria que las plantulas sin transformar y que las plantulas de la linea T2
8-2, mientras que en presencia de 120 mM NaCl las dos lineas transgénicas
mostraban claramente una mayor velocidad de crecimiento relativo de la raiz que las
plantulas sin transformar. A 150 mM NaCl, las plantulas no transformadas y
transgénicas sufrieron de forma similar el efecto inhibitorio del estrés salino (Figura

R17).
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Figura R17. Crecimiento de la raiz primaria de plantulas procedentes de semillas T2
transgénicas y no transformadas cultivadas en placas Petri durante 5 dias. Se determind la
velocidad de crecimiento de la raiz a lo largo del tiempo. Los valores son medias +
desviacion estandar de 2 experimentos independientes, con 4 réplicas cada uno. Diferentes
letras indican diferencias significativas (Test de Duncan P< 0,05).

En base a los resultados obtenidos, se decidi6 el empleo de 120 mM NacCl para

futuros ensayos en relacion al efecto positivo de la sobrexpresion de SISOS2 en el
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crecimiento de las plantulas bajo condiciones salinas (Figura R18).

A Wt L7-4 35S::S1SOS2 Wt L7-4 35S::S1ISOS2
no tratadas no tratadas 120 mM NaCl 120 mM NaCl
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Figura R18. Cultivo en placa Petri de lineas transgénicas T2 sobreexpresoras de SISOS2
(L7-4) y no transformadas (Wt). A) Imagen de plantulas crecidas durante 5 dias en presencia
de 0 (Control) y 120 mM NaCl. B) Longitud de la raiz principal de las plantulas cultivadas
en A. Los valores son medias & desviacion estandar de 2 experimentos independientes, con 3
réplicas cada uno. Diferentes letras indican diferencias significativas (Test de Duncan P<

0,05).
Las plantulas cultivadas en placa Petri durante 5 dias en presencia de 0 (no
tratadas) o 120 mM NaCl se transfirieron a cultivo hidropoénico suplementando la
solucion nutritva con la misma concentracion de NaCl del medio de cultivo en placa.
Ello permitié el seguimiento de las plantas en estadios posteriores de crecimiento y
en condiciones fisioldgicas de transpiracion. Como se puede apreciar en la figura

R19, cuando las plantas fueron cultivadas en condiciones control, no se apreciaron
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diferencias entre las plantas no transformadas y las transgénicas. Sin embargo, en
presencia de 120 mM NaCl, las plantas no transformadas mostraron clorosis y
marchitamiento, siendo este efecto mas llamativo en las hojas mas viejas de la planta.
Las plantas transgénicas mostraron estos mismos sintomas, pero mucho menos

acusados.

S
L7-4 35S::S1SOS2 no tratadas

. ) S

" Wt 120 mM NaCl . . L7-4358::S1SOS2 120 mM NaCl

Figura R19. Cultivo hidropénico de plantas sobreexpresoras de SISOS2 (L7-4) y no
transformadas (Wt). Plantulas de 5 dias, cultivadas en placa Petri, se cultivaron en ausencia
(no tratadas) y presencia de 120 mM NaCl durante los 30 dias del cultivo hidropoénico. Se
muestra la imagen a 14 dias del cultivo.

Utilizando estos cultivos hidroponicos, iniciados de plantulas cultivadas en
placa Petri, y prolongados hasta produccioén de frutos, se demostré que las plantas
transgénicas tratadas con 120 mM de NacCl iniciaban la floracion aproximadamente
32 dias después de ser transferidas a cultivo hidropdnico, mientras que las plantas no
transformadas cultivadas en las mismas condiciones retrasaban la floracion
aproximadamente una semana con respecto a las lineas trasnsgénicas (Figura R20A).
Ademas del adelanto en la floracion, las plantas transgénicas presentaron una mayor

produccion de flores bajo condiciones salinas (Figura R20B), lo que se reflejo
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también en una mayor producciéon de frutos con respecto a las plantas no

transformadas (Figura 20C).

A Wt 1.8-2 355::SI1S0S2
120 mM NaCl 120 mM NaCl

Wi
g {174 ,/
~L8-2 ;

T

Nuamero de Flores/Planta
w

Nuamere de Frutes/Planta

Y

32 38 41 45 48 52 32 38 41 45 48 52
Dias en hidropénico con 120 mM NaCl Dias en hidropénico con 120 mM NaCl

Figura R20. A) Cultivo hidropénico de plantas sobreexpresoras de SISOS2 L8-2 y no
transformadas (Wt) iniciados del plantulas cultivadas en placa Petri. B) Produccion de flores
por planta a lo largo del tiempo. C) Produccion de frutos por planta a lo largo del tiempo.

R2.4. Regulacion de la expresion de SISOS1, LeNHX2 y LeNHX4 en las
plantas sobrexpresoras de SISOS2.

Como se ha indicado en los antecedentes cientificos de este trabajo, SOS2 es
una proteina quinasa que forma parte de la ruta de sefializacion SOS, descrita por
primera vez en Arabidopsis. Esta ruta estd ademas integrada por las proteinas SOS1
y SOS3. SOS3 es un sensor de Ca’’, que se une fisicamente y activa a SOS2,
provocando el complejo SOS3-SOS2 la activaciéon del antiportador Na'/H'™ de

membrana plasmatica, SOS1 (Zhu, 2002). En este trabajo se evaludé si la
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sobreexpresion de SISOS2 en las plantas transgénicas de tomate, inducia la expresion
de SISOSI, diana final de la ruta SOS. Para ello se analiz6 el nivel de expresion de
SISOS1 mediante PCR a tiempo real. Como puede observarse en la figura R21, en
ausencia del estrés salino, las plantas transgénicas presentaban una mayor expresion
relativa de SISOS1 que, ademas, aumentaba significativamente cuando las plantas se

sometian a estrés salino.
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Figura R21. Niveles de expresion relativa de SISOS1, cuantificado por PCR a tiempo real,
en las raices de plantas sin transformar (Wt) y en las de las lineas transgénicas T2 7-4 y 8-2
que sobreexpresan SISOS2. Plantas de 25 dias se trataron con 0 (no tratadas) y 120 mM
NaCl durante 5 dias. Los resultados se expresan como incremento o disminucion respecto a
la expresion de SISOS1 en plantas Wt en ausencia de estrés, a la que se le asigna valor 1.
Diferentes letras indican valores significativamente diferentes (Test de Duncan P<0,05).

En Arabidopsis se ha descrito que SOS2 podria interaccionar, de forma
independiente de SOS3, con otras proteinas que no forman parte de la ruta SOS,
como la H-ATPasa vacuolar, el antiportador Ca>/H', CAX1 o antiportadores
Na'/H" de la familia NHX, concretamente NHX1 (Cheng et al., 2004, Qiu et al.,
2004, Batelli et al., 2007). Dichas interacciones reforzarian el papel de AtSOS2
como nodo de sefializacion en el control de la homeostasis de Na' y en la adaptacion
al estrés salino. Por ello, también analizamos si la sobreexpresion de SISOS2 en las
lineas transgénicas afectaba a los niveles de expresion de algunos de los miembros de
la familia LeNHX de tomate caracterizados en nuestro laboratorio (Venema et al.,

2003; Rodriguez-Rosales et al., 2008; Galvez, 2009).
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Los datos obtenidos por PCR a tiempo real mostraron que, en condiciones
control, los niveles de expresion de LeNHX2 en las raices de las plantas transgénicas
fueron similares que los de las plantas no transformadas, mientras que en condiciones
de estrés salino, las raices de las plantas transgénicas mostraban una mayor expresion
de LeNHX2 que las plantas sin transformar (Figura R22A). En el caso de LeNHX4,
mientras que en ausencia de estrés los niveles de expresion de este gen en las raices
de las plantas sobrexpresoras de SISOS2 eran equivalentes a los mostrados por las
plantas no transformadas, en presencia del estrés salino, las raices de las plantas
transgénicas presentaban niveles de expresion de LeNHX4 significativamente

mayores que el mostrado por las plantas sin transformar (Figura R22B).
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Figura R22. Niveles de expresion relativa de LeNHX2 (A) y LeNHX4 (B), cuantificado por
PCR a tiempo real, en las raices de las plantas sin transformar (Wt) y en las de las lineas
transgénicas T2 L7-4 y L8-2. Plantas de 25 dias se trataron con 0 (no tratadas) y 120 mM
NaCl durante 5 dias. Los resultados se expresan como incremento o disminucion respecto a
la expresion de LeNHX2 o LeNHX4 en plantas Wt en ausencia de estrés, a la que se le
asigna valor 1. Diferentes letras indican valores significativamente diferentes (Test de
Duncan P<0,05).

R2.5. Determinacion de las actividades de transporte ionico en tonoplasto
y membrana plasmatica en plantas sobrexpresoras de SISOS2.

Con el fin de corroborar que el aumento en los niveles de expresion de
SISOS1 se correlacionaba con un incremento en la actividad de intercambio Na'/H"

en el plasmalema de la raiz, se realizaron ensayos de la actividad antiporte Na'/H"
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(apartado M2.2.6) en vesiculas de membrana plasmatica purificadas de raices de
plantas de tomate (apartado M2.2.3) que sobreexpresan SISOS2 y de plantas no
transformadas, cultivadas en sistema hidropdénico y tratadas con 120 mM NaCl
durante 5 dias. Para ello, se midio la relajacion del gradiente de pH préviamente
creado en el interior de las vesiculas por la H'-ATPasa de plasmalema, tras la adicion
de Na,SO4 al medio de incubacion, determinado como recuperacion de la
fluorescencia de la sonda ACMA sensible a pH. Se observd que tras la adicion de
Na,SO,, las actividades de intercambio Na'/H'™ fueron mas altas en las plantas

transgénicas que en las plantas sin transformar (Figura R23A).

Puesto que la sobrexpresion de SISOS2 en tomate induce la expresion del
antiportador vacuolar LeNHX4 en condiciones de estrés salino (Figura R22B), en
este trabajo se estudio también la actividad antiportadora Na'/H® en membrana
vacuolar. Para ello se aislaron vesiculas enriquecidas en tonoplasto de raices de
plantas de tomate (apartado M2.2.4) que sobreexpresan SISOS2 y de plantas no
transformadas cultivadas en presencia de 120 mM NaCl, observandose una mayor
actividad de intercambio Na'/H" en el tonoplasto de las plantas transgénicas (Figura

R23B).
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Figura R23. Actividad antiportadora Na/H" en fracciones enriquecidas en vesiculas de
plasmalema (A) y tonoplasto (B) de raices de plantas no transformadas (linea continua) y
transgénica (linea discontinua), cultivadas en presencia de 120 mM NaCl durante 5 dias, y
determinada mediante la extincion de la fluorescencia del ACMA. Se representa también el
transporte de H' en cada fracciéon membranal, plasmalema (C) y tonoplasto (D).
Inicialmente, tras la adicion de MgSO, se genera un gradiente de pH a través de las
vesiculas, 4cido en el interior, energizado por la H'-ATPasa. Una vez el gradiente de pH es
estable, la actividad de intercambio Na" /H' se inicia por adicién de 50 mM Na,SO.,.
Finalmente, se suprime el gradiente de pH por adicion de 12,5 mM (NH,4),SO,. Las graficas
corresponden a un experimento representativo de los dos realizados usando preparaciones de
membrana independientes para cada uno de ellos. La recuperacion de la fluorescencia se
normaliz6 de forma que 0 % representa el nivel minimo de fluorescencia (extincion maxima
de la fluorescencia) obtenido después de la energizacion de la V-ATPasa, y 100 % representa
el nivel maximo de fluorescencia obtenido después de la adicion de iondforos (recuperacion
maxima de la fluorescencia).
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R3. Sobrexpresion de SISOS3 en tomate.

R3.1. Obtencion de plantas homocigotas y mono-locus para el transgen.

Se llevaron a cabo 4 experimentos independientes de transformacion de
cotiledones de tomate. En total, se usaron para la transformacion aproximadamente
1000 segmentos de cotiledones, a partir de los cuales se regeneraron 20 plantas T1
que crecian en presencia de 50 pg/ml higromicina. Se extrajo DNA gendmico y
mediante PCR se detecto la presencia del fragmento de 468 pb del gen de resistencia
a higromicina en todas las lineas regeneradas, de las cuales se escogieron 8 para

estudios posteriores (Figura R24).

L1 L2 13 L4 LS5 L6 L7 L8 WT PC

Figura R24. Deteccion por PCR de un fragmento del gen de resistencia a higromicina en
plantas de tomate no transformadas (Wt) y en 8 lineas transgénicas independientes. Como
control positivo se utilizé la construccion de sobreexpresion pPCAMBIA1303-SISOS3 (PC).
Los ensayos de Southern blot revelaron que de las 8 lineas transgénicas T1,
solamente las lineas 1, 2, 3, 5 y 6 mostraron un unico lugar de hibridacion con la
sonda (Figura R25), de modo que estas lineas se consideraron portadoras de una
unica insercion del transgen SISOS3. Las plantas que no habian sido transformadas

no mostraron ninguna sefial de hibridacion (datos no mostrados).
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Figura R25. Southern blot de diferentes lineas transgénicas de tomate transformadas con la
construccion pPCAMBIA1303-SISOS3.

A partir de las plantas de las lineas T1 con una sola insercion se realizaron sucesivas

autofecundaciones hasta obtener lineas homocigotas T3 (Tabla R3).

Tabla R3. Porcentajes de germinacion, en presencia de higromicina, de semillas de las
lineas transformantes T1 con una Unica insercion del transgen SISOS3 y de semillas de las

lineas T2 y T3 obtenidas por autofecundaciéon. Para cada una de las determinaciones se
emplearon 50 semillas. Los valores estan referidos a los porcentajes de germinacion

obtenidos en ausencia higromicina, que se considerd 100 %.

T1 Germinacién (%) | T2 | Germinacion (%) | T3 | Germinacién (%)
1 76 1-3 95,0 1-3-1 100
2 77,8 2-1 93.8 2-1-1 100
3 67 3-1 95,9 3-1-1 100
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Las semillas obtenidas de las lineas 1-3-1, 2-1-1 y 3-1-1, presentaron un 100 % de
germinacion en presencia de 50 ug/ml higromicina, y se consideraron lineas T3

homocigotas, que ademés, mantenian una tnica insercion del transgen (Figura R26).

Figura R26. Southern blot de 3 lineas transgénicas T3 homocigotas para el transgen
SISOS3, mostrando una unica sefial de hibridacion con la sonda que reconoce un fragmento
del gen de resistencia a higromicina.

R3.2. Determinacion de los niveles de expresion de SISOS3.

El analisis por PCR a tiempo real reveld que, respecto a las plantas no
transformadas, las lineas transgénicas T3 1-3-1 y 2-1-1 mostraban una mayor
expresion de SISOS3 en las raices de las plantas cultivadas en ausencia de estrés
salino. Sin embargo, en estas condiciones no se observaron diferencias significativas
en los niveles de expresion de SISOS3 en raices de plantas sin transformar (Figura
R27). En presencia del estrés salino, todas las plantas, presentaron una clara
disminucidn de la expresion de SISOS3 (Figura R27). A pesar de esa disminucion las
lineas transgénicas 1-3-1 y 2-1-1 siempre mostraron mayores niveles de expresion de

SISOS3 que las plantas sin transformar.
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Figura R27. Niveles de expresion relativa de SISOS3, cuantificado por PCR a tiempo real,
en las raices de plantas sin transformar (Wt) y en las lineas transgénicas T3 homocigotas 1-3-
1 y 2-1-1. Plantas de 25 dias se trataron con O (no tratadas) y 120 mM NacCl durante 5 dias.
Los resultados se expresan como incremento o disminucion respecto a la expresion de
SISOS3 en plantas Wt en ausencia de estrés, a la que se le asigna valor 1. Diferentes letras
indican valores significativamente diferentes (Test de Duncan P<0,05).

R3.3. Caracterizacion fisioldgica de las plantas sobreexpresoras SISOS3.

Las plantas transgénicas homocigotas T3 cultivadas en hidropdnico en ausencia de
NaCl crecieron de forma similar que las plantas no transformadas (Figura R28A). En
presencia de 120 mM NaCl, todas las plantas presentaban una clara disminucion en
su crecimiento, principalmente de la parte aérea, con un gran nimero de hojas
afectadas de clorosis (Figura R28A). Este efecto fue claramente superior en las
plantas transgénicas de las lineas 1-3-1 y 1-2-1, que mostraron efectos muy severos,
con una disminucion drastica del crecimiento, donde las hojas, especialmente las mas
viejas, presentaban una gran necrosis (Figura R28A). En ausencia de estrés salino el
crecimiento de las plantas, expresado como peso fresco y RGR, fue ligeramente
superior en las lineas transgénicas 1-3-1 y 2-1-1 que en las plantas no transformadas;
mientras que en presencia de NaCl el crecimiento de estas lineas se veia
sensiblemente disminuido, comparado con el de las plantas no transformadas (Figura

R28By C).
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Figura R28. Efecto del estrés salino sobre el crecimiento de plantas T3 sobreexpresoras de
SISOS3 y no transformadas (Wt). Plantas de 25 dias se cultivaron en presencia de 0 (no
tratadas) y 120 mM NaCl durante los ultimos 10 dias del cultivo hidropénico. A) Imagen
representativa de un ensayo a tiempo final; B) Peso fresco (gramos por planta) a tiempo
final; C) RGR (dias™), en funcion del peso seco a los 5 y 10 dias del inicio del tratamiento.
En todos los casos los valores son medias + desviacion estandar de 2 experimentos
independientes, con 3 réplicas cada uno. Diferentes letras indican diferencias significativas
(Test de Duncan P<0,05).

El analisis del contenido i6nico (Na” y K") se llevé a cabo en el material seco

de tejidos de raiz, tallos y hojas procedente del muestreo realizado 5 dias después del
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inicio del tratamiento salino. En presencia de 120 mM NaCl, el contenido en Na’ en
tallos y hojas de las lineas transgénicas 1-3-1 y 2-1-1 disminuy6 significativamente
con respecto a las plantas no transformadas pero no cambi6 en las raices de ambos
tipos de plantas (Figura R29A). El contenido de K' fué similar en los diferentes tipos
de plantas en condiciones control, mientras que en presencia de NaCl, las lineas
transgénicas 1-3-1 y 2-1-1, acumularon significativamente mas K" en raices y tallos
que las plantas sin transformar (Figura R29B). Como resultado del estrés salino, las
lineas 1-3-1y 2-1-1 mostraron una mayor razéon K'/Na" en la raiz y, sobretodo, en el
tallo, no encontrandose diferencias significativas en las hojas de estas lineas con

respecto a la de las plantas sin transformar (Figura R29D).
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Figura R29. Contenido de Na" y K’ en raices, tallo y hojas de plantas de tomate
sobreexpresoras de SISOS3 y sin transformar (Wt). Plantas de 25 dias se trataron con 0 (no
tratadas) y 120 mM NaCl durante los ultimos 10 dias del cultivo hidroponico. Se muestran
los contenidos i6nicos a los 5 dias de tratamiento. A) Contenido de Na'; B) Contenido de K
C) Relaciéon K'/Na" en plantas no tratadas; D) Relacion K'/Na” en plantas tratadas. Los
resultados son media + desviacidon estandar de 2 experimentos independientes, con cuatro
réplicas cada uno. Diferentes letras indican diferencias significativas (Test de Duncan P<

0,05).
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El fenotipo de las plantas sobreexpresoras de SISOS3 se analizé también en
estadios jovenes de desarrollo. Para realizar estos ensayos, semillas germinadas en
placa con 1,5 cm de radicula fueron transferidas a medio MG suplementado con 0
(Control) y 120 mM NaCl durante 5 dias, determinandose la longitud de sus raices
primarias. Debido a que las raices presentaban crecimiento lineal, se pudo calcular la
velocidad de crecimiento relativo de la raiz principal a lo largo del tiempo (Figura
R30C).

Los resultados obtenidos mostraron que el crecimiento relativo de la raiz de
las plantulas transgénicas, en condiciones control, no diferia significativamente del
de las plantas no transformadas (Figura R30A). En presencia de 120 mM NacCl, las
tres lineas transgénicas mostraban claramente una mayor velocidad de crecimiento

relativo de la raiz que las plantulas sin transformar (Figura R30B).
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Figura R30. Analisis del crecimiento en placa de las lineas 35S:SISOS3 y no transformadas
(Wt). A) Imagen de plantulas crecidas durante 5 dias en presencia de 0 (Control) y 120 mM
NaCl. B) Velocidad de crecimiento de la raiz principal a lo largo del tiempo de las plantulas
cultivadas en A). Los valores son medias de 20-50 medidas por linea y tratamiento.
Diferentes letras indican diferencias significativas (Test de Duncan P< 0,01).

De igual forma que con las lineas SOS2 sobreexpresoras, las plantulas
cultivadas en placa Petri durante 5 dias en presencia de 0 (no tratadas) o 120 mM

NaCl se transfirieron a cultivo hidropénico suplementando la solucién nutritiva con
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la misma concentracion de NaCl del medio de cultivo en placa. Sin embargo,
sorprendemente, todas las lineas transgénicas sobreexpresoras de SOS3 murieron tras
2-3 semanas de cultivo en hidropdnico en presencia de 120 mM de NaCl, mientras
que las plantas no transformadas, aunque muy afectadas, pudieron alcanzar el estadio

de floracion (resultados no mostrados).

R3.4. Regulacion de la expresion de genes de la ruta SOS en plantas
sobreexpresoras de SISOS3.

En ausencia del estrés salino, el nivel de expresion de SISOS1 en las raices de
lineas sobreexpresoras de SISOS3 (L1-3-1 y L2-1-1) fue mayor al de linea no
transformada. En condiciones de estrés salino, tanto las plantas transformadas como
las no transformadas mostraron un aumento pequefio, pero significativo en la
expresion de SISOSI, siendo este incremento mayor en las lineas sobreexpresoras de

SISOS3 que en las plantas no transformadas (Figura R31).
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Figura R31. Niveles de expresion relativa de SISOS1, cuantificado por PCR a tiempo real,
en las raices de plantas sin transformar (Wt) y en las lineas transgénicas T3 homocigotas 1-3-
1, y 2-1-1. Plantas de 25 dias se trataron con 0 (no tratadas) y 120 mM NaCl durante 5 dias.
Los resultados se expresan como incremento o disminucion respecto a SISOS1 en plantas Wt
en ausencia de estrés, a la que se le asigna valor 1. Diferentes letras indican valores
significativamente diferentes (Test de Duncan P<0,05).

Debido al inesperado efecto negativo mostrado por el tratamiento con NaCl

sobre el crecimiento de la parte aérea de algunas lineas sobreexpresoras de SISOS3,
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se analizaron también los niveles de expresion de este gen en las plantas sin
transformar.

El andlisis por PCR a tiempo real reveld6 que SISOS3 se expresaba
preferencialmente en raices, pero también en el tallo y en las hojas de tomate sin
transformar, aunque a niveles bastante menores que en las raices, y disminuyendo en

todos los tejidos por efecto del tratamiento salino (Figura R32A),
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Figura R32. A. Niveles de expresion relativa de SISOS3, cuantificado por PCR a tiempo
real, en las raices, tallos y hojas de plantas sin transformar (Wt). Plantas de 25 dias se
trataron con 0 (no tratadas) y 120 mM NacCl durante 5 dias. Los resultados se expresan como
incremento o disminucion respecto a la expresion de SISOS3 en raices de plantas Wt en
ausencia de estrés, a la que se le asigna valor 1. Diferentes letras indican valores
significativamente diferentes (Test de Duncan P<0,05). B. Secuencia nucleotidica obtenida
por secuenciacion de cada uno de los fragmentos C-ter-3’UTR de 187bp de raices y hojas,
aislado por qRT-PCR a partir de RNA total de cada tejido. Como secuencia control, se
muestra la secuencia del fragmento de PCR obtenido a partir de DNA genémico como
molde.
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SOS3 (CBL4) pertenece a la familia de proteinas CBLs, formada por 10
miembros en Arabidopsis (Gong et al., 2004; Kolukisaoglu et al., 2004). Puesto que
en tomate no era descartable que hubiera un nimero similar de miembros, de esta
forma cabria la posibilidad de que alguno de ellos, distinto de SISOS3, hubiera
podido ser amplificado por RT-PCR a tiempo real en tejidos diferentes a la raiz. Para
descartar esta posibilidad, se llevo a cabo una busqueda informatica de secuencias
con homologia a CBL4 (SOS3) de tomate, disponibles en las bases de datos del
proyecto SOL (International Solanaceae Genomics Project, http://solgenomics.net/).
Dicha busqueda predice al menos la expresion de hasta 9 unigenes, ademds de
SISOS3 (Fig R33). El alineamiento de las diferentes secuencias reveld que los
cebadores empleados para SISOS3 y que abarcaba una pequefia parte del extremo C-
terminal y parte del extremo 3’ no traducido (Cter-3’UTR), zona usualmente muy
poco conservada en cualquier familia génica, efectivamente presentaba zonas
claramente no conservadas, especialmente para el cebador reverso, por lo que parece
poco probable que ambos cebadores amplificaran alguna CBL diferente de SISOS3
(Figura R33). Es mads, la secuenciacion de los fragmentos de 187bp a partir de RNA
total de hoja y raiz tratado con DNAsa libre de RNAsas con los mismos cebadores
usados para PCR a tiempo real, confirmaba que los mensajeros amplificados
correspondian a SISOS3 (Fig. 32B). Todos estos resultados confirmaban que SISOS3

se expresa en tejidos de tallos y hojas, aunque en menor medida que en la raiz.
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Figura R34. Niveles de expresion relativa de SISOS3, cuantificado por PCR a tiempo real,
en el tallo (A) y hojas (B) de las plantas sin transformar (Wt) y de las lineas transgénicas T3
1-3-1 y 2-1-1. Plantas de 25 dias se trataron con 0 (no tratadas) y 120 mM NaCl durante 5
dias. Los resultados se expresan como incremento o disminucién respecto a la expresion de
SISOS3 en plantas Wt en ausencia de estrés, a la que se le asigna valor 1. Diferentes letras
indican valores significativamente diferentes (Test de Duncan P<0,05).

Como ya se ha indicado, SOS3 es una proteina sensora de Ca’" que forma
parte de una ruta de sefializacion constituida ademas por la proteina quinasa SOS2 y
el antiportador Na'/H™ de membrana plasmatica, SOS1. En este trabajo hemos
llevado a cabo un estudio de los niveles de expresion de SISOS1 en plantas de tomate
que sobrexpresan SISOS3, a fin de determinar si SISOS1 esta regulado por SISOS3
en las plantas transgénicas. En ausencia del estrés salino se observo que la expresion
de SISOSI era similar en los tallos de las diferentes lineas transgénicas y las plantas
sin transformar (Figura R35A); mientras que en condiciones de estrés salino
aumentaban significativamente los niveles de expresion de este gen en las lineas 1-3-
1y 2-1-1 (Figura R35A). En el caso de las hojas, las lineas 1-3-1 y 2-1-1 mostraban

niveles mucho mayores de SISOS1 que las plantas sin transformar tanto en presencia

como en ausencia de estrés salino (Figura R35B).
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Figura R35. Niveles de expresion relativa de SISOS1, cuantificado por PCR a tiempo real,
en el tallo (A) y hojas (B) de las plantas sin transformar (Wt) y de las lineas transgénicas T3
1-3-1 y 2-1-1. Plantas de 25 dias se trataron con 0 (no tratadas) y 120 mM NaCl durante 5
dias. Los resultados se expresan como incremento o disminucién respecto a la expresion de
SISOS1 en plantas Wt en ausencia de estrés, a la que se le asigna valor 1. Diferentes letras
indican valores significativamente diferentes (Test de Duncan P<0,05).
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R4. Sobrexpresion de SINhaD en tomate.

R4.1. Obtencion de plantas homocigotas y mono-locus para el transgen.

Se llevaron a cabo 2 experimentos independientes de transformacion de
cotiledones de tomate. En total se usaron para la transformacion unos 500 segmentos
de cotiledones, a partir de los cuales se regeneraron 19 plantas con capacidad de
crecer en presencia de 50 pg/ml higromicina. A partir de DNA gendémico de todas las
lineas T1 se detectd6 por PCR el fragmento de 468 pb del gen de resistencia a
higromicina en las 19 plantas regeneradas. De entre estas lineas se escogieron 8 para

estudios posteriores (Figura R36).

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 PC

T —— —— — — ——

Figura R36. Deteccion por PCR de un fragmento del gen de resistencia a higromicina en
plantas transformadas T1. Como control positivo se utiliz6 la construccion de sobreexpresion
pCAMBIA1303-SINhaD (PC).

Los ensayos de Southern blot mostraron que la mayoria de las lineas
transgénicas T1 presentaba un unico lugar de hibridacion con la sonda marcada
siendo dicha sefial diferente cuando el DNA genomico habia sido digerido con
diferentes enzimas de restriccion (Figura R37), lo que indicaba que estas lineas eran
portadoras de una unica insercion del transgen SINhaD en su genoma. Las plantas no

transformadas no mostraron ninguna sefial de hibridacion (resultados no mostrados).
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Figura R37. Southern blot de diferentes lineas transgénicas de tomate transformadas con la
construccion pPCAMBIA1303-SINhaD.

A partir de las lineas Tl con una sola insercion se realizaron sucesivas

autofecundaciones hasta obtener lineas homocigotas T3 (Tabla R4).

Tabla R4. Porcentajes de germinacion, en presencia de higromicina, de semillas de las
lineas transformantes T1 con una unica insercion del transgén SINhaD y de semillas de las
lineas T2 y T3 obtenidas por su autofecundacion. Para cada determinacion se emplearon 50
semillas. Los valores estan referidos a los porcentajes de germinacion obtenidos en ausencia
higromicina, que se considerd 100 %.

T1 Germinacion (%) T2 | Germinacion (%) | T3 | Germinacion (%)

5 83,3 5-1 93,0 5-1-2 100
6 77,8 6-1 93,8 6-1-1 100
7 83,3 7-2 89,9 7-2-1 100
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Las semillas de las lineas L5-1-2, L6-1-1, L7-2-1, presentaban un 100 % de
germinacion en presencia de 50 ug/ml higromicina, por lo que las plantas obtenidas
de estas semillas se consideraron lineas homocigotas T3, que ademds mantenian una

unica insercion del transgen SINhaD (Figura 38).

L5-1-2 L6-1-1
g g

& = & =
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. » . .
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Figura R38. Southern blot de las 3 lineas transgénicas T3 homocigotas para el transgen
SINhaD.

R4.2. Caracterizacion fisioldgica de las plantas sobreexpresoras SINhaD.

Se evaluo el fenotipo de las plantas sobreexpresoras de SINhaD en estadios
jovenes de desarrollo, cuando la plantulas carecen de un sistema radicular y un tallo
desarrollado, asi como de hojas verdaderas y expandidas, donde procesos como el
transporte de Na' a larga distancia o la acumulacion vacuolar de Na“ deben de
producirse de forma muy incipiente.

Para ello, se germinaron semillas en medio MG en placas Petri y cuando las
plantulas mostraron una radicula de 1,5 cm fueron transferidas a placas conteniendo
medio MG suplementado con 0 (no tratadas) y 120 mM NaCl durante 5 dias,
determindndose la longitud de sus raices primarias. En ausencia de tratamiento salino
se observo que la raiz primaria de las plantulas no transformadas era mas larga que la
de las transgénicas; mientras que en presencia de 120 mM de NaCl se producia en

todos los casos una disminucion de la longitud de la raiz respecto a la de las plantulas
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cultivadas en ausencia de NaCl (Figura R39A). No obstante, el efecto inhibitorio
provocado por el NaCl sobre el crecimiento de la raiz fue menor en las lineas
transgénicas que en la no transformada (Figura R39B).

A Wt Wt L5-2-135S::SINhaD  L5-2-1 35S::SINhaD ~ L7-2-1 35S::SINhaD L7-2-1 35S::SINhaD
no tratadas 120 mM NaCl no tratadas 120 mM NaCl no tratadas 120 mM NaCl

B

O1.5-1-2
017-2-1
20 1

120mM NaCl

Figura R39. Crecimiento de lineas transgénicas T3 sobreexpresoras de SINhaD (L5-1-2 y 7-
2-1) y no transformadas (Wt). A) Imagen de plantulas crecidas durante 5 dias en presencia
de 0 (no tratada) y 120 mM NacCl. B) Longitud de la raiz principal de estas plantas. Los
resultados se expresan como porcentaje de disminucion respecto a la longitud de la raiz de
plantas no tratadas con NaCl. Los valores son medias + desviacion estandar de 2
experimentos independientes, con 4 réplicas cada uno. Diferentes letras indican diferencias
significativas (Test de Duncan P< 0,05).
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El incremento en la salinidad de los suelos, debido en parte al abuso de fertilizantes y
la irrigacion con aguas de baja calidad de alto contenido en sales, tiene un efecto
negativo para la produccion agricola, ademas de plantear una seria amenaza
medioambiental. La identificacion y el estudio de los mecanismos de regulacion de
transportadores 16nicos relacionados con la tolerancia a la salinidad y la distribucion
de potasio en las células vegetales constituye un paso prévio a la aplicacion de
estrategias biotecnologicas que podrian permitir solventar estos problemas en
cultivos de interés agrondmico, como el tomate. Como resultado de los estudios
desarrollados en el grupo de investigacion en que se ha realizado esta Tesis Doctoral
se han identificado varios transportadores NHX de tomate que son importantes para
la homeostasis del potasio, la tolerancia a la salinidad y, posiblemente, el desarrollo
de la planta y la produccion de frutos. Asimismo, se han identificado en tomate los
componentes de la ruta SOS, poniéndose de manifiesto mediante estudios de
complementacion heterdloga, la participacion de estas proteinas en la respuesta al
estrés salino. Partiendo de estos antecedentes previos, el objetivo de esta Tesis
Doctoral ha sido estudiar el potencial biotecnoldgico de algunas de estas proteinas,
en concreto LeNHX2, SISOS2, SISOS3 y SINhaD, en relacion a la tolerancia a la
salinidad en plantas de tomate. Para ello, se ha seguido una estrategia de
sobreexpresion génica en tomate y se ha llevado a cabo la caracterizacion fenotipica
de las plantas transgénicas y el estudio de alguno de los mecanismos bioquimicos

responsables de los fenotipos observados.

D1. Plantas sobrexpresoras de LeNHX2.

Como se ha mencionado en los antecedentes cientificos de este trabajo, las proteinas
NHX estan ampliamente implicadas en el mantenimiento de la homeostasis de Na" y
de K'. Es por ello que la obtencion de plantas transgénicas de tomate que

sobreexpresan algunas de estas proteinas con actividad antiportadora cation/proton,
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pueden ser una buena alternativa para la obtencion de plantas mas tolerantes a la
salinidad. En este sentido, estudios prévios llevados a cabo en nuestro laboratorio
han permitido identificar y caracterizar funcionalmente la proteina LeNHX2 de
tomate, como el primer antiportador K'/H" de localizacion prevacuolar/endosomal,
descrito en plantas (Venema et al., 2003), pertenenciente a la clase II del grupo IC
(IntraCellular) de la subfamilia de NHE/NHX (Brett et al., 2005a, Pardo et al., 2006,
Rodriguez-Rosales et al., 2009). Estudios posteriores han demostrado que la
sobreexpresion de LeNHX2 en Arabidopsis favorece la acumulacion de K, pero no
de Na', y provoca una inhibicién del crecimiento en ausencia de K, indicando que
dicho transportador podria estar implicado en la regulacion del pH, osmolaridad y
volumen de organulos endosomales, procesos en los que el K’ es un cation clave
(Rodriguez-Rosales et al., 2008). Ademas, dicha sobreexpresion incrementd la
tolerancia de Arabidopsis a la salinidad, mientras que el silenciamiento de LeNHX?2
en tomate incrementd su sensibilidad al NaCl. Todos estos datos indicaban que la
regulacion de la homeostasis de K™ por LeNHX2 era esencial para el crecimiento y
desarrollo normal de la planta y jugaba un importante papel en la respuesta al estrés
salino a través de una mejora en la acumulacién de K™ (Rodriguez-Rosales et al.,
2008).

En este trabajo se han obtenido plantas transgénicas de tomate que
sobreexpresan LeNHX2 bajo control del promotor constitutivo 35S. El anélisis del
fenotipo de estas plantas en funcion de los tratamientos aplicados se llevo a cabo
comparando lineas no transformadas con dos lineas T3 homocigotas y mono-locus
para el transgen (L4-5-2 y L9-3-2). La seleccion de las lineas T3 se realizo de
acuerdo con un analisis de tipo Southern y estudios de segregacion mendeliana del
gen de resistencia a higromicina, introducido en la construccion de sobreexpresion
para facilitar la seleccion de los transformantes (Figuras R2 y 3, Tabla R1). Las
raices de ambas lineas transgénicas presentaron mayores niveles de expresion de

LeNHX2 que las de plantas sin transformar en ausencia de estrés salino, mientras
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que dicha expresion se incrementd fuertemente por efecto del tratamiento de 5 dias
con 120 mM de NaCl tanto en las plantas transgénicas como en las no transformadas
(Figura R4). El aumento de transcritos de LeNHX2 en las plantas de tomate
sometidas a estrés salino ya habia sido descrito con anterioridad en nuestro
laboratorio, demostrandose que LeNHX?2 se expresaba de forma constitutiva en toda
la planta, tanto en la especie de tomate silvestre halotolerante, S. pimpinellifolium,
como en el cultivar de tomate sensible a la salinidad, S. lycopersicum cv.
Volgogradsky, si bien, se encontraron los mayores niveles de expresion en la especie
silvestre, y especialmente en la raiz, (Galvez, 2009). Por tanto, una mayor expresion
de LeNHX2 tanto de forma constitutiva, como en respuesta al estrés salino parecia
correlacionarse con una mayor tolerancia de la planta a la salinidad (Galvez, 2009).
Analogamente, Zahran et al., (2007) habian encontrado una correlacion positiva entre
la capacidad de las plantas de Medicago intertexta para acumular Na' en respuesta a
la aplicacion de tratamientos salinos y el aumento en los niveles de expresion de los
genes NHX, poniendo de manifiesto la implicacion de dichos genes en la respuesta
de esta leguminosa a la salinidad.

El incremento del nivel de expresion de un gen como LeNHX2 bajo el
control del promotor constitutivo 35S en las plantas transgénicas por efecto del estrés
salino constituye un fenomeno frecuente y podria ser debido a mecanismos de
regulacion postraduccionales basados en el incremento de la estabilidad o a una
menor tasa de degradacion del ARNm en presencia del estrés salino, tal y como se ha
descrito para el antiportador Na'/H" de membrana plasmatica, AtSOS1 (Chung et al.,
2008).

La presencia de un epitopo de histidinas en el extremo C-terminal del
transgen en la construccion para la sobreexpresion de LeNHX2, el cual parecia no
afectar a su actividad (Venema et al 2003, Rodriguez-Rosales et al 2008), nos
permitid analizar la presencia de la proteina LeNHX2 en las plantas transgénicas

mediante inmunodeteccion con anticuerpos contra dicho epitopo. El analisis de
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Western blot, reveld la presencia del transportador LeNHX2 exclusivamente en las
membranas microsomales obtenidas de raices de plantas sobreexpresoras, ya que la
proteina LeNHX2 endogena es indetectable por el anticuerpo usado. Estos resultados
confirmaron que una mayor expresion del gen se traduce en un incremento del
numero de moléculas de proteina LeNHX2. Dicha proteina mostr6 un tamafio
molecular superior al detectado para LeNHX2 purificado a partir de fracciones
membranales de levaduras que expresan este gen (Figura RS), probablemente debido
a algun tipo de modificacion postraduccional sufrida durante su expresion en la
planta. En consonancia con los datos anteriores, y con estudios prévios llevados a
cabo en Arabidopsis (Rodriguez-Rosales et al., 2008), las plantas de tomate
transgénicas mostraron, en relaciéon a las controles, una mayor actividad antiporte
Na'/H" y K'/H" en vesiculas endomembranales de raices tanto en ausencia como en
presencia del estrés salino, indicando con ello que la sobreexpresion de LeNHX2 era
funcional y proporcionaba a la planta una mayor actividad antiporte catién/H" y, por
tanto, una mayor capacidad para la compartimentacion de Na“ y K' en endosomas
(Figura R10).

La sobreexpresion del antiportador LeNHX2 en plantas de tomate cultivadas
en sistema hidroponico en condiciones normales no tuvo consecuencias aparentes en
su crecimiento con respecto a las no transformadas (Figuras R6 y R7). Sin embargo,
en ausencia de K se observé una clara disminucion del crecimiento de la parte aérea,
medida como peso fresco de tejido (Figura R7). Este efecto ya habia sido descrito en
un trabajo prévio de nuestro grupo con plantas de Arabidopsis sobreexpresoras de
LeNHX2 cuando eran cultivadas en ausencia de K (Rodriguez-Rosales et al., 2008).
Recientemente, Leidi et al., (2010) han descrito este mismo efecto en plantas de
tomate que sobreexpresan AtNHXI, un antiportador Na', K'/H  de tipo I, de
localizacion vacuolar, cuando son cultivadas en ausencia de K'. En ambos casos,
parece posible que una alteracion en la concentracion de K citoplasmico o de pH en

las plantas transgénicas, por una mayor actividad de transporte de K' debida a
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LeNHX2 o AtNHX1 hacia compartimentos intracelulares module la selectividad y
actividad de mecanismos de absorcién de K de alta afinidad, los cuales son mas
especificos para el K™ (Ashley et al 2006., Rodriguez-Navarro y Rubio, 2006). Asi,
se habia observado que la sobreexpresion de AtNHXI en tomate promovia la
acumulacion vacuolar de K a expensas del K citoplasmico en condiciones de
déficit del cation en el medio externo, generandose en esta situacion una sefial para la
induccion transcripcional del transportador de K* de alta afinidad, LeHAKS, y por
consiguiente, una mayor absorcién de K por la raiz (Leidi et al., 2010). Por tanto,
una mayor expresion de LeHAKS, principal responsable de la absorcion de K en
tomate a muy bajas concentraciones en el medio de cultivo (Nieves-Cordones et al.,
2007 y 2008), podria ser también indicativo de una  disminucién en las
concentraciones de K' citoplasmico, ocasionado por una mayor actividad de
intercambio K'/H" en el sistema endosomal de las raices de las lineas
sobreexpresoras de LeNHX2. Efectivamente, en ausencia de K* en el medio externo
las plantas transgénicas presentaron mayores niveles de expresion del transportador
de K' de alta afinidad, LeHAKS (Figura R11). La mayor expresion de LeHAKS en
las lineas sobreexpresoras de LeNHX2 explicaria 1) que en un medio normal de K,
una mayor absorcion desde el medio extracelular sea suficiente para el crecimiento
normal de las plantas, contribuyendo a la mejora de la razon K'/ Na' en la parte
aérea (Figura R8C), y 2) que en ausencia de K' en el medio de cultivo, la mayor
absorcion del cation sea insuficiente para contrarrestar el déficit de K citoplasmico
causado por su compartimentacion. De este modo, el K* quedaria fisiologicamente
inaccesible, produciendo en ultima instancia una inhibicion del crecimiento de las
lineas transgénicas (Figura R7).

Las plantas transgénicas crecieron significativamente mejor en presencia del
estrés salino (Figura R6). Ello no parecié deberse a una mayor acumulacién de Na*
en raiz y parte aérea, ya que los contenidos de Na" en dichos tejidos no fueron

diferentes a los mostrados por las plantas no transformadas (Figura RS), a pesar de
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que en las primeras se habia descrito un aumento de la actividad antiportadora
Na'/H" en vesiculas endosomales de raices de plantas tratadas con NaCl (Figura
R10). Se han obtenido resultados similares en plantas de tomate que sobreexpresan
AtNHXIT (Leidi et al., 2010) y en plantas de Arabidopsis que sobrexpresan LeNHX2,
si bien en este caso las plantas transgénicas acumularon menor cantidad de Na" en
sus tejidos (Rodriguez-Rosales et al., 2008). A este respecto, hay que indicar que
Arabidopsis practicamente no tiene 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.
Por tanto, 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, pueden ser diferentes de tomate, cuyo tallo juega un
importante papel en la retencion de Na' (Olias et al., 2009a).

Parece probable que la causa mas importante del mejor crecimiento de las
plantas sobreexpresoras de LeNHX2 bajo condiciones salinas pueda ser una mejora
de la acumulacion de K en sus tejidos (Figura 8), lo que permitiria mantener mejor
el balance osmotico, sin necesidad de una mayor acumulacién intracelular de Na'. Al
mismo tiempo, las reservas de K podrian utilizarse para mantener una 6ptima razon
K'/Na" en el citosol, regulando la concentracion de K" citosolico o el pH, mediante
el suministro desde las reservas endosomales del cation, o bien, mediante el aumento
de la absorcion de K™ asociado a una mayor actividad o afinidad de los sitemas de
absorcion de K™ de alta afinidad, como LeHAKS, como se ha indicado
anteriormente. En este trabajo no se ha medido la expresion de LeHAKS en las
plantas de tomate afectadas por estrés salino, por lo que no se puede descartar que los
cambios en la expresion de este gen afecten a la entrada de Na'. Sin embargo, la
implicacion de LeHAKS en un proceso de este tipo parece poco probable ya que se
ha descrito que su expresion se reprime en condiciones de estrés salino (Nieves-
Cordones et al., 2008, Leidi et al., 2010). Otra posibilidad es que la sobreexpresion

de LeNHX2 afecte a la actividad o abundancia de otros transportadores a través de su
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interferencia con la sintesis de proteinas o su localizacion. En este sentido, se ha
descrito en levadura, que la regulacién del pH en sistema endosomal tardio o en el
compartimento prevacuolar por SCNHX1 es importante para el trafico de vesiculas y
la localizacion de proteinas (Brett et al., 2005b). Ello explicaria el porqué de los
grandes cambios en el contenido i6nico, a pesar de que LeNHX2 esta presente en

pequefias vesiculas y no en la gran vacuola central (Rodriguez-Rosales et al., 2008).

D2. Plantas sobrexpresoras de SISOS2.

A pesar de las numerosas evidencias existentes al respecto (Munns, 2005; Ashraf y
Akram, 2009) a menudo, se ha discutido que la introduccion de un simple gen que
codifica para una proteina efectora implicada en la respuesta a la salinidad pueda
contribuir cualitativamente al incremento de un rasgo tan complejo como la
tolerancia a la sal (Flower, 2004, Cuartero et al., 2006). No obstante, se han obtenido
resultados muy prometedores cuando se han utilizado estrategias de manipulacion de
genes implicados en las rutas de transduccion de sefiales o en la activacion
transcripcional de multiples genes (factores de transcripcion), que al controlar un
amplio rango de proteinas efectoras pueden dar lugar a un incremento en la
tolerancia tanto de forma cuantitativa como cualitativa (Vinocur y Altman, 2005;
Pardo, 2010). A este respecto, los genes de la ruta SOS constituyen una importante
ruta reguladora de la homeostasis de Na” y K" bajo condiciones salinas, inicialmente
descrita en Arabidopsis (Zhu, 2002). Estudios posteriores han mostrado su
conservacion funcional en arroz (Martinez-Atienza et al., 2007), tomate (Olias et al.,
2008; Olias et al., 2009a; Eljakaoui, 2009) y é4lamo (Tang et al., 2010). En
Arabidopsis se ha descrito que en dicha ruta, el estrés salino induce un incremento en
la concentracion de Ca”" citosolico (Knight et al., 1997), sefial que es detectada por
la proteina sensora de Ca®" codificada por SOS3 (Liu y Zhu, 1998; Ishitani et al.,

2000). SOS3 activa e interacciona fisicamente con la serina/treonina proteina
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quinasa, SOS2 (Halfter et al., 2000). Finalmente, este complejo quinasa, SOS2/SOS3
incrementa el nivel de expresion de SOS1 (Shi et al.,, 2000) y su actividad
antiportadora Na'/H™ (Qiu et al., 2002). Dicha actividad es responsable de la
extrusion del Na* fuera de la raiz y del transporte de Na' a larga distancia via xilema
para distribuir el catién entre la raiz y parte aérea (Shi et al., 2002), confiriendo
tolerancia a la salinidad (Shi et al., 2003).

Aparte de participar en esta ruta SOS, SOS2 parece jugar un papel central de
conexion en otros mecanismos de homeostasis i6nica, como lo demuestra su
interaccion con algunos transportadores implicados en la compartimentacion
vacuolar de Na' en condiciones de estrés salino, tales como como la H-ATPasa
vacuolar (Batelli et al., 2007), los antiportadores de K*, Na'/H", NHX1 (Qiu et al.,
2004) y Ca’"/H', CAX1 (Cheng et al., 2004). Algunos de estos transportadores
regulados por SOS2, como SOS1 y NHXI, parecen conferir tolerancia a la sal
cuando se sobrexpresan en plantas transgénicas (Apse et al., 1999; Shi et al., 2003).
De ahi que resulte logico pensar que la sobreexpresion de SOS2 tenga un efecto
positivo sobre la regulacion de las concentraciones intracelulares de Na' (y K). Por
tanto, un segundo objetivo de este trabajo ha sido evaluar el potencial biotecnoldgico
de la sobreexpresion de SOS2 de tomate en la mejora de la tolerancia del tomate al
NaCl.

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, (Kolukisaoglu et al., 2004). Aunque, la secuenciacion del
genoma de tomate ha llegado ya a su término muy recientemente
(http://solgenomics.net), en este trabajo no se ha hecho ningln anélisis
bioinformatico para determinar el nimero exacto de isoformas de CIPKs presentes
en dicho genoma. No obstante, la existencia de un gran numero de secuencias ESTs
con homologia a la mayoria de las secuencias respectivas de Arabidopsis, auguran un

numero similar al encontrado en ambas especies. La comprobacion de que la proteina
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codificada por el gen putativo de tomate, SISOS2, utilizada en este trabajo constituye
el verdadero ortdélogo de AtSOS2 y funciona en la misma ruta SOS de tomate, se ha
llevado a cabo en estudios prévios en nuestro laboratorio, en base a la similitud de la
secuencia de dichas proteinas, ensayos de complementacion funcional en levaduras y
complementacion genética de mutantes sos2 de Arabidopsis (Olias et al., 2008 y
2009a; Eljakaoui, 2009). Asi, la secuencia aminoacidica de SISOS2 exhibi6 la mayor
homologia con la de AtSOS2, de entre todas las CIPKs de Arabidopsis. La
coexpresion conjunta de SISOS2 y SISOS3 fue capaz de incrementar la tolerancia a la
sal de la cepa halosensible de levadura AXT3K que llevaba inserto en su genoma una
copia de AtSOSI o de SISOSI. Tanto SISOS2 como SISOS3 fueron capaces de
rescatar los respectivos fenotipos hipersensibles a la sal de los mutantes sos2 y sos3
de Arabidopsis, evidenciando la capacidad de las proteinas de tomate de formar
complejos heterdlogos proteina quinasa con las respectivas proteinas de Arabidopsis
y de sustituir funcionalmente a éstas para activar a AtSOSI1 in planta. Todos estos
resultados fueron indicativos de que los genes que componen el sistema SISOS de
tomate era los ortdlogos de AtSOS y funcionaban en la misma ruta de respuesta
(Olias et al., 2008 y 2009a; Eljakaoui, 2009).

En el presente trabajo, el andlisis del fenotipo en funcion de los tratamientos
estudiados se llevo a cabo comparando lineas no transformadas con dos lineas T2
homocigotas y mono-locus para el transgen (L7-4 y L8-2), segiin se determino
mediante analisis de tipo Southern y segregacion mendeliana de la resistencia a
higromicina (Figuras R13 y Tabla R2).

Analogamente a lo que ocurria con LeNHX2, las raices de ambas lineas
transgénicas presentaron mayores niveles de expresion de SISOS2 que las plantas sin
transformar en ausencia de estrés salino, mientras que dicha expresion incremento
fuertemente y de manera proporcional tanto en las plantas transgénicas como en las
no transformadas por efecto del tratamiento salino (Figura R14). Este mismo efecto

estimulador del estrés salino sobre la expresion de SOS2 tanto en raices como en
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parte aérea se ha observado en Arabidopsis (Liu et al., 2000; Yang et al., 2009),
tomate (Olias et al., 2008; Eljakaoui, 2009) y alamo (Tang et al., 2010). Ademas,
parece existir una clara correlacion entre los niveles de expresion de SISOS2 y el
grado de tolerancia a la salinidad exhibido por especies y variedades de tomate que
difieren en el grado de tolerancia. Asi, en la especie halotolerante S.
pimpinellifolium, SISOS2 se expresa en todos los tejidos de manera constitutiva
independientemente de la existencia o no de un estrés salino, mientras que en la
variedad sensible S. lycopersicum cv. Moneymaker los niveles de SISOS2
aumentaron solo en respuesta al estrés salino, especialmente en la raiz (Olias et al.,
2008; Eljakaoui, 2009; Sun et al., 2010).

En trabajos prévios, se habia observado que la sobreexpresion de formas
activadas de AtSOS2, independientes de la accién de SOS3 (Guo et al., 2001), pero
no la forma nativa, incrementaban la tolerancia de plantas transgénicas de
Arabidopsis a la salinidad (Guo et al., 2004). Mas recientemente, se ha descrito que
la sobreexpresion de AtSOS3 o AtSOSI1 en Arabidopsis mejoraba su tolerancia a la
salinidad, y en mayor medida que la sobreexpresion de AtSOS1, AtSOS2 y AtSOS3
juntas (Yang et al., 2008). En el presente trabajo, la sobrexpresion de SISOS2, sin
embargo, confiere un incremento de la tolerancia a la salinidad en plantas de tomate,
S. lycopersicum cv MicroTom, en estadios vegetativos desarrollados en condiciones
de transpiracion. Ello se manifiesta por una una menor clorosis foliar, una mayor
velocidad de crecimiento relativo (Figura R15) y una floracion mas temprana que le
permite en ultima instancia una mayor produccion de frutos comparado con las
plantas no transformadas (Figura R19 y R20).

Este fenotipo tolerante puede provenir de una menor acumulacién de Na' en las
raices y tallos de las plantas transgénicas (Figura R16). Dicho efecto podria ser
atribuido a una disminucion de la absorcion neta de Na', debida a una mayor
extrusion del cation desde la raiz hacia el medio extracelular, ya que como era de

esperar, la sobreexpresion de SISOS2 trajo consigo un incremento de la expresion de
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SISOS1 enddégeno de la raiz (Figura R21), que se correlaciona con una mayor
actividad antiportadora Na'/H" en vesiculas de membrana plasmatica aisladas de las
raices de las plantas transgénicas (Figura R23A). Ademas, ello era consistente con
una mayor actividad de transporte de H™ dependiente de ATP debida a la H'-ATPasa
de plasmalema de las plantas transgénicas (Figura 23C), apoyando la idea de que
SOS1 o la ruta de transduccion de senales de SOS, de alguna forma, controla el
bombeo de H" dentro de la zona madura de la raiz (Shabala, 2005; Olias et al.,
2009a; Guo et al., 2009). Aunque no se ha medido en otros tejidos, el hecho de que
SISOSI se expresara en todos los tejidos de la planta, en presencia de un estrés salino
(Olias et al., 2009a; Eljakaoui, 2009), induce a pensar que la sobreexpresion
constitutiva de SISOS2 tenga un efecto positivo sobre la expresion y actividad de
SISOSI en la parte aérea, si bién aqui, la activacion de SOS1 por el complejo quinasa
inducido por estrés salino vendria determinada por la interaccion de SOS2 (CIPK24)
con la proteina sensora CBL10 (SCaBP8), en vez de SOS3 (Quan et al., 2007; Kim
et al., 2007). En Arabidopsis, Thellungiella y tomate, SOS1 controla tanto el eflujo
de Na' en la raiz como el transporte de Na' a larga distancia via xilema
condicionando la distribucion de iones entre la raiz y la parte aérea (Shi et al., 2002;
Oh et al., 2009; Olias et al., 2009a). Ademas, la funcion de SOS1 en tomate esta
implicada en la capacidad del tallo de retener Na', previniendo asi su entrada masiva
a los tejidos fotosintéticos en desarrollo y podria contribuir en la exclusion de Na*
desde el citosol de las hojas jovenes hacia el apoplasto, evitando la acumulacion
intracelular de Na' en células con un sistema vacuolar escasamente desarrollado y
favoreciendo su distribucion en hojas viejas (Olias et al., 2009a y 2009b). Este
aspecto, aparentemente, puede parecer menos relevante en el cultivar MicroTom, y
dificil de discernir, ya que las plantas sobreexpresoras presentaron cantidades
similares de Na" en las hojas que las plantas no transformadas y en este trabajo no se

hecho ninguna distincion entre los contenidos de iones de hojas jovenes y viejas.
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También la sobreexpresion de SISOS2 confiere tolerancia a la salinidad en
estadios muy jovenes de desarrollo, segun se dedujo de los experimentos llevados a
cabo en placa Petri, en ausencia de transpiracion (Figuras R17 y R18). Aqui, a
diferencia de las plantas adultas, los tejidos especificos para el transporte de Na' a
larga distancia y/o acumulacion intracelular de Na™ de forma no toxica, no estarian
todavia desarrollados o diferenciados, es decir, las plantulas carecen de un sistema
radicular diferenciado, un tallo desarrollado y hojas verdaderas y expandidas. Por
tanto, parece muy probable que el principal mecanismo de tolerancia implicado en
este estadio deba provenir de la disminucion de la absorcion neta de Na', por la
actividad incrementada de la extrusion del cation desde la raiz al medio externo
mediada por hiperactivacion de la ruta SOS en las plantas transgénicas.

Es interesante destacar que tanto las plantas transgénicas como en las no
transformadas afectadas por estrés salino presentaron un menor contenido en K que
las plantas no tratadas, si bien, dicho contenido fue todavia un poco menor en las
raices y en las hojas de las lineas transgénicas tratadas, y sin cambios en el tallo
(Figura R16). Esta menor acumulacion de K en las plantas transgénicas por efecto
del estrés salino resulta controvertido a tenor del mayor nivel de expresion de
LeNHX2, en las raices (Figura R22) que, como se ha discutido en al apartado
anterior, debe de estimular la acumulacién de K* en membranas intracelulares, asi
como la absorcidon desde el medio externo (apartado D1).

En cuanto al papel que juega el aumento de la expresion de LeNHX4 en las
raices de plantas sobrexpresoras SISOS2 (Figura R22) hay que resear que LeNHX4
es un antiportador K*, Na'/H", de localizacion vacuolar que transporta ambos iones
con similar afinidad y que se expresa principalmente en flores y frutos (Galvez,
2009). Se ha demostrado que la expresion de este transportador idnico aumenta en
raices de plantas de tomate, especialmente en las de la especie silvestre tolerante al
NaCl, cultivadas en condiciones salinas (Galvez et al., en preparacion). En plantas

transgénicas, el efecto de la sobreexpresion de SOS2 sobre el nivel de expresion de
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LeNHX4, como en el caso de LeNHX2, se ha medido en raices, en las que se
evidencid una mayor expresion de este transportador en presencia de estrés salino,
hecho que parece correlacionarse con una mayor actividad antiportadora Na'/H" en
vesiculas de tonoplasto aisladas de raices de estas plantas (Figura 23). El mayor
incremento en la expresion de LeNHX4 en las especies de tomate tolerantes a la sal
respecto a las especies sensibles, unido al aumento de la expresion de este
transportador en las plantas que sobrexpresan SISOS2 sugiere que la expresion de la
proteina LeNHX4 tiene valor adaptativo en condiciones de estrés salino.

Existen gran nimero de evidencias que demuestran que la induccién de la
actividad antiportadora Na'/H" vacuolar tras la exposicion a la sal se correlaciona
con la tolerancia a este estrés (Staal et al., 1991; Barkla et al., 1995; Ballesteros et al.,
1997, Hamada et al., 2001; Parks et al., 2002; Queirds et al., 2009). También se ha
descrito un incremento de la tolerancia a la salinidad en las plantas transgénicas que
sobreexpresaban antiportadores vacuolares NHX (Zhang y Blumwald, 2001, Zhang
et al., 2001; Apse y Blumwald, 2007; Rodriguez-Rosales et al., 2009). Por tanto, la
regulacion del intercambio Na'/H" vacuolar por SOS2 podria tener valor adaptativo
cuando las plantas son sometidas a estrés salino. En Arabidopsis ya se habia
demostrado que la actividad de transporte Na'/H" en vesiculas de tonoplasto es diana
de la ruta reguladora SOS, ya que las raices de plantas mutantes sos2 tuvieron una
actividad antiportadora Na'/H" vacuolar muy reducida dependiente de proteinas
NHX (Qiu et al., 2004). En nuestro sistema, la tolerancia observada de las plantas
transgénicas parece tener mas que ver con un mecanismo de exclusion del Na' que
con un mecanismo de acumulacién intracelular y tolerancia tisular al Na'. Si el
incremento observado de la actividad antiportadora en vesiculas de tonoplasto de
raices de plantas transgénicas tratadas con NaCl es debido al aumento de la expresion
de LeNHX4, merece ulterior investigacion. En Arabidopsis existen 6 isoformas de

NHX (Pardo et al., 2006), y al menos 4 en tomate de las que todas, excepto LeNHX2
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son vacuolares (Rodriguez-Rosales et al., 2009), por tanto es posible que otras
isoformas de NHX pudieran estar implicadas.

Se podria especular con la posibilidad de que los altos niveles de expresion de
LeNHX4 detectados en las plantas transgénicas puedan tener ver con el fenotipo de
floracion temprana descrito anteriormente (Figura 20). A este respecto, analisis
genéticos llevados a cabo en lineas RIL de tomate han asociado la posicion
cromosomica de SISOS2 con un QTL relacionado con el desarrollo de la hoja y el
tiempo de floracion (Villalta et al., 2008). También, el analisis in silico del promotor
de SISOS?2 predice la presencia de un gran numero de 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 respuesta a estreses
bioticos y abioticos (Eljakaoui, 2009), algunos 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 sefializacion en el crecimiento y desarrollo de la planta, ademas de
su participacidn en relacion al estrés, que abarca desde la germinacion hasta el Gltimo
estadio del desarrollo ontogénico.

En resumen, nuestros resultados muestran que la sobreexpresion de SISOS2
en tomate incrementa su tolerancia a la salinidad principalmente a través de la
regulacion de los transportadores de Na' de la membrana plasmatica y de los
compartimentos endosomal-vacuolar (SISOS1, LeNHX4 y quizds LeNHX2) que
mantienen la homeostasis celular de Na" y K.

Podria postularse finalmente que las plantas transgénicas que sobreexpresan
SOS2 en tomate fuertemente y de manera constitutiva en todos los tejidos presentan
caracteristicas tipicas de especies halotolerantes tanto si se desarrollan en ausencia
como en presencia de estrés. Dichas especies halotolerantes suelen encontrarse en
una situacion de pre-estrés que las preparan para una mejor y mas rapida respuesta a

condiciones de estrés abidtico, mientras que las especies cultivadas, mas sensibles,
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deben de inducir su maquinaria de respuesta al estrés. Dicha idea proviene de la
comparacion a nivel transcriptomico de Arabidopsis y la especie halotolerante
relacionada Thellungiella en respuesta al estrés salino (Gong et al., 2005), y sobre
todo, de una comparativa reciente a nivel transcriptomico entre la variedad de tomate
sensible a la salindad S. lycopersicum cv. Moneymaker y la especie halotolerante S.

Pimpinellifolium (Sun et al., 2010).

D3. Plantas sobrexpresoras de SISOS3.

Un razonamiento similar al expresado en el primer parrafo del apartado D2, nos
ha llevado a plantear como tercer objetivo de este trabajo, la evaluacion del
potencial biotecnologico de la proteina SOS3 de tomate en la mejora de la tolerancia
al NaCl.

SOS3 (CBL4) pertenece a una subfamilia de proteinas sensoras de Ca’"
(calcineurinB-like), formada por 10 miembros en Arabidopsis, arroz y alamo
(Kolukisaoglu et al., 2004; Zhang et al., 2008). Una busqueda informdtica preliminar
de secuencias expresadas con homologia a CBL4 (SOS3) de tomate disponible en las
bases de datos del proyecto SOL (International Solanaceae Genomics Project,

http://solgenomics.net/) predice igual nimero de genes que en Arabidospis y arroz

(Fig R33). Como se ha discutido anteriormente para SISOS2 (apartado D2), la
comprobacion de que la proteina codificada por el putativo gen de tomate, SISOS3,
utilizada en este trabajo constituia el verdadero ortologo de AtSOS3 y funcionaba en
la ruta SOS de tomate, se llevo a cabo en estudios prévios de nuestro laboratorio, en
base a la similitud de la secuencia de dichas proteinas, ensayos de complementacioén
funcional en levaduras y complementacion genética de mutantes sos3 de Arabidopsis
(Olias et al., 2008 y 2009a; Eljakaoui, 2009).

En el presente trabajo, el andlisis del fenotipo en funcion de los tratamientos

estudiados se llevo a cabo comparando lineas no transformadas con dos lineas T3
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homocigotas y mono-locus para el transgen (L1-3-1, L2-1-1), determinadas mediante
analisis de tipo Southern y segregacion mendeliana de la resistencia a higromicina
(Figuras R25, R26 y Tabla R3).

Las raices de ambas lineas transgénicas presentaron mayores niveles de
expresion de SISOS3 que las plantas sin transformar tanto en ausencia como en
presencia de estrés salino, pero dicha expresion disminuyd de manera proporcional
tanto en las plantas transgénicas como en las no transformadas por efecto del
tratamiento salino (Figura R27). En Arabidopsis, la expresion de AtCBL4/AtSOS3
fue especifica de raices y no sufria apenas variacion por efecto de un estrés salino
(Quan et al., 2007; Yang et al., 2009). También en tomate, se habia descrito que la
expresion génica de SISOS3, analizada por Northern blot, era especifica de la raiz e
incluso disminuia por efecto del estrés salino (ElJakaoui, 2009). Ello puede resultar
16gico, si tenemos en cuenta que la deteccion de la sefial de Ca”™ citosolico por estrés
salino debe ser llevada a cabo por moléculas de SOS3 preexistentes que transducen
la sefial de estrés a nivel de modificacion de proteinas, mas que a nivel
transcripcional.

El hecho de que tanto SISOS1 como SISOS2 (y también AtSOS1 y AtSOS2) se
expresen ubicuamente en la planta, mientras que SISOS3 (y AtSOS3) tnicamente en
raices, indicaria que la ruta reguladora SOS3-SOS2-SOS1 parece funcionar
predominantemente en este 6rgano (Quan et al., 2007; Olias et al,. 2009; Eljakaoui
2009). La identificacion en Arabidopsis del homdlogo de SOS3, SCABP8/CBLI10,
que se expresa exclusivamente en la parte aérea, reveld que la regulacion de la
homeostasis i6nica por la ruta SOS en tallos y hojas, se llevaria a cabo por el
complejo quinasa SCABP8/CBL10-SOS2 (Kim et al., 2007; Quan et al., 2007, Lin et
al., 2009). Ambas proteinas no parecen ser redundantes funcionalmente, ya que la
sobreexpresion de SCABP8/CBL10 en el mutante sos3 rescata parcialmente el
fenotipo halosensible, mientras que que la sobreexpresion de SOS3 no complemento

el mutante scabp8 (Quan et al 2007). No obstante, existe controversia en cuanto a la
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localizacion subcelular del complejo SCABP8/CBL10-SOS2. Segin Kim et al.
(2007), la proteina AtCBLI10 interaccionaria 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,
como proceso esencial en el mecanismo de tolerancia predominante en los tejidos de
la parte aérea. Efectivamente, como se ha discutido préviamente (apartado D2),
AtSOS2 regula indirectamente otros transportadores implicados en la
compartimentacion vacuolar de Na' en condiciones de estrés salino, como la H'-
ATPasa vacuolar, y los antiportadores Na'/H", NHX1, y Ca>"/H", CAX1 (Qiu et al.,
2004; Cheng et al., 2004; Batelli et al., 2007). Sin embargo, Quan et al., (2007), y
posteriormente Lin et al., (2009), demostraron que SCABP8/CBLI10, a pesar de no
poseer motivos de miristoilacion y palmitoilacién en su N-terminal como AtCBLA4,
también reclutaba a SOS2 a la membrana plasmatica, a la cual se ligaba mediante su
interaccion con un dominio altamente hidrofobico de 25 aminoacidos en su N-
terminal, activando asi a SOS1 para extruir Na" fuera de la célula. En favor de la
hipotesis de una activacion del antiporte Na'/H" de membrana plasmatica por dicho
complejo, se ha demostrado que la actividad antiporte Na'/H'™ de la membrana
vacuolar no se alter6 en el mutante nulo scabp8, mientras que la de plasmalema fue
reducida severamente (Quan et al., 2007). No obstante, no debe descartarse ninguno
de los mecanismos propuestos y que CBL10 pueda regular la localizacion del evento
de sefializaciébn para iniciar respuestas celulares especificas, como son la
detoxificacion del Na’ por acumulaciéon en la vacuola o extrusion al apoplasto a
través del plasmalema (Luan et al., 2009). Cualquiera que sea el mecanismo, parece
muy probable que también en tomate deba existir un homologo funcional de CBL10
que active la ruta SOS en la parte aérea en respuesta al estrés salino. Efectivamente,
el putativo gen, SICBLI0 podria corresponderse con la secuencia SGN-U571422

obtenida de tomate  (International  Solanaceae  Genomics  Project,
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http://solgenomics.net/) por ser la secuencia de mayor homologia a AtCBL10 (Figura

R32).

En el presente trabajo, la sobreexpresion constitutiva de SISOS3 promovié un
mayor crecimiento de las raices primarias en las lineas transgénicas que en las
plantas no transformadas en presencia del estrés salino (Figura R30). También en
trabajos prévios se habia observado que la sobreexpresion de AtSOS3 mejoraba la
tolerancia a la salinidad de plantulas de Arabidopsis en ausencia de traspiracion (en
placa Petri), y en mayor medida que la sobreexpresion de AtSOS1, AtSOS2 y
AtSOS3 juntas (Yang et al., 2008). Asi mismo, la sobreexpresion de ZmCBL4
(SOS3 de maiz) en plantulas de Arabidosis crecidas en las mismas condiciones
mostr6 los mismos resultados (Wang et al., 2007). En ambos trabajos, dicha mejora
se atribuia a la disminucion de la absorcion neta de Na' en las raices de las plantulas
por la sobreexpresion de SOS3 como miembro de la ruta SOS. Aunque en el presente
trabajo no se ha medido la expresion de SISOSI en este estadio, como en el caso de
la sobreexpresion de SOS2 (apartado D2), también parece muy probable que el
principal mecanismo de tolerancia implicado en este estadio deba provenir de la
disminucion de la absorcion neta de Na', por la actividad incrementada de la
extrusion del cation desde la raiz al medio externo, mediada por la hiperactivacion de
la ruta SOS de tomate en las plantas transgénicas.

Sin embargo, cuando las plantas transgénicas crecieron en hidropdnico
durante 10 dias con 120 mM de NaCl en condiciones de transpiracion, sufrieron una
mayor reduccion del crecimiento que las no transformadas, sobre todo observable a
nivel de la parte aérea. Ello conducia al marchitamiento y, en ultima instacia, a la
muerte de las plantas transgénicas, mientras que las no transformadas sobrevivieron
(Figura R28). Sorprendentemente, el analisis de los contenidos 16nicos mostrd que
después de 5 dias de tratamiento, las plantas transgénicas que sobreexpresaban
SISOS3 presentaban una menor concentracién de Na' en la parte aérea, tanto en tallo

como en la hoja, y en contrapartida un mayor contenido de K' en la raiz y el tallo, sin
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cambios significativos en las hojas (Figura R29). Aparentemente, ello podria deberse
a una disminucion de la absorcion neta de Na” en la planta por efecto de la actividad
incrementada de la ruta SOS (Figura R31). Inesperadamente, las plantas transgénicas
presentaron unos niveles incrementados de SISOS3 en el tallo y en las hojas en
presencia del estrés salino (Figura R34), que se correlacionaba con un gran
incremento en los niveles de expresion de SISOS1 en ambos tejidos (Figura R35).
Como se habia discutido anteriormente, la expresion génica de SISOS3 en
tomate, analizada por Northern blot, fue especifica de la raiz y disminuia por efecto
del estrés salino (ElJakaoui, 2009). Sin embargo, el analisis de la expresion por RT-
PCR a tiempo real, técnica con una mayor capacidad de deteccion, mostro
claramente que SISOS3 se expresaba mayoritariante en raices de plantas no
transformadadas, y en mucha menor medida, en los tallos y en las hojas, y que
disminuia en todos los tejidos analizados por efecto del estrés salino (Figura R32).
SOS3 (CBL4) es una de las 10 isoformas de CBLs presentes en Arabidopsis, arroz
(Gong et al., 2004; Kolukisaoglu et al., 2004) y tomate (Figura R33). Por tanto,
cabria la posibilidad de que alguna de ellas hubiera podido ser amplificada por RT-
PCR a tiempo real en otros tejidos diferentes a la raiz, en vez de especificamente
SISOS3. Sin embargo, la secuenciacion del fragmento obtenido de RT-PCR a tiempo
real revelo su exacta correspondencia con la secuencia especifica de SISOS3 (Figura
R32). Y ademas resultaba muy poco probable que los cebadores utilizados para la
reaccion de RT-PCR, que abarcaban una pequefia parte del extremo C-terminal y
parte del extremo 3’ no traducido (Cter-3’UTR), region claramente no conservada
especialmente para el cebador reverso, pudieran amplificar alguna CBL diferente de
SISOS3 (Figura R33).
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). También, se ha

discutido anteriormente (apartado D2), la importancia del antiportador SISOS1, no
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s6lo en la extrusion de Na' al medio, sino también controlando la distribucion de este
10n a otros organos de la planta (Olias et al 2009a y 2009b). Como se habia sugerido
previamente en Arabidopsis (Pardo et al., 2006), se ha postulado que la funcion de
transporte de SOS1 en tomate deberia de estar estrechamente coordinada con la de
HKTI, un transportador especifico de Na' que retira el cation de la corriente
xilematica y del apoplasto (apartado A5.3) para el control de la homeostasis de Na™ y
K" (Olias et al., 2009b). De acuerdo con esta idea, SISOS1 podria mediar la
transferencia del Na' desde el parénquima xilematico al xilema, preferencialmente en
las raices, mientras que otro transportador, SIHKT1, podria mediar el flujo inverso
(por ejemplo, la descarga de Na' del xilema en las partes distales de la raiz y partes
proximales del tallo). La accion coordinada de ambos determinaria en tltimo término
la cantidad de Na" que deja las raices, la que se retiene en el tallo o la que se
transfiere a las hojas. En la parte aérea, la expresion de SISOS1 deberia ser
preponderante en tejidos jovenes, ya que ello contribuiria a la exclusion de Na" desde
el citosol hacia el apoplasto, como Unico sistema de defensa frente a la acumulacion
de Na' intracelular que poseen estas células de tejidos juveniles con un sistema
vacuolar  escasamente  desarrollado. Mientras, SIHKT1 podria actuar
predominantemente en hojas expandidas o maduras, cuyas células presentan un
sistema vacuolar bien desarrollado, que puede acumular el Na' retirado por HKT1
del xilema o del apoplasto.

En consonancia con la propuesta de Kim et al, (2007) anteriormente
mencionada, una sobrexpresion de SOS3 en la hoja madura, podria prevenir o
competir con la interaccion de CBL10 con CIPK24/SOS2, para formar el complejo
quinasa que se asociaria con los compartimentos vacuolares responsables del
almacenamiento de sales y detoxificacion de las células vegetales, como proceso
esencial en el mecanismo de tolerancia predominante en los tejidos de la parte aérea.
Al mismo tiempo, es posible que una mayor actividad extructora de Na’ (SOS1) a

través del plasmalema de las células del mesofilo de hojas expandidas (y también del
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tallo), al apoplasto o al mismo xilema, promovida por la expresion constitutiva e
incrementada de SOS3, contribuya, por un lado, a incrementar las concentraciones
locales en el apoplasto de dichas células, exacerbando todavia mas el estrés por sal.
También, que la actividad incrementada de SOSI se contraponga a la accidén de
HKT1 impidiendo la entrada de Na® en la célula de la hoja. En ambos casos,
prevendria la acumulacion intracelular de Na” en membranas del sistema endosomal—
vacuolar, impidiendo un buen ajuste osmoético con osmolitos inorganicos baratos. En
el presente trabajo, no se ha analizado la concentracion de osmolitos ni medido el
potencial osmético en los diferentes tejidos. Sin embargo, esta hipdtesis parece
compatible con aquella que proviene de un estudio similar llevado a cabo en tomate
que sobreexpresa el gen de levadura HAL1, un potente modulador de la homeostasis
ionica en levadura (Mufoz-Mayor et al., 2008). Al igual que en plantas
sobreexpresoras de SOS3, las plantas HAL1 no incrementaron su tolerancia a pesar
de una mayor reduccién de la acumulacién de Na' en las hojas. Esta menor
acumulacion de Na™ en las hojas (y quizas en el tallo, que no fue medido) vino
asociado a una menor acumulacion de azucares y dacidos organicos, para
contrabalancear el potencial osmoético. Muiioz-Mayor et al (2008), concluyeron que
esta capacidad de excluir Na' causaba un problema osmético adicional ya que la
hoja (y quizas también las cé€lulas del tallo) requerian un incremento de la sintesis de
solutos organicos para mantener el balance osmotico, energéticamente mucho mas
caro.

Una hipdtesis alternativa para la explicacion de este fenotipo proviene del
hecho de que SISOS3 no fuera capaz de rescatar totalmente el fenotipo hipersensible
a la sal del mutantes sos3 de Arabidopsis, lo que indicaria una menor eficiencia en la
activacion de AtSOSI1 por dicho complejo quinasa heterdlogo (Eljakaoui, 2009).
Similares resultados fueron obtenidos con OsCBL4 (Martinez-Atienza et al., 2007).
Al mismo tiempo, ello podria arrojar alguna duda acerca de que SISOS3/SICBL4

pudiera ser el homologo funcional de AtSOS3, no descartandose la posibilidad de
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que SISOS3 represente a otra CBL diferente a CBL4, con capacidad de rescatar
parcialmente el fenotipo hipersensible de sos3. A este respecto, la secuencia
aminoacidica de SISOS3 exhibe también una alta homologia con las de AtCBLI,
AtCBLS5, AtCBL9 y AtCBLS8, si bien todas ellas, menores que con la de
AtCBL4/AtSOS3 (Eljakaoui 2009). Ademas, excepto la ultima, todas poseen un
motivo conservado de miristoilacion, asi como de palmitoilacion en su N-terminal
(Kolukisaoglu et al., 2004), necesarios para reclutar a sus respectivas CIPKs a la
membrana para llevar a cabo su funcion (Batistic et al., 2008). También, como
AtCBL4/SOS3, las proteinas AtCBLS5, AtCBL1 y AtCBL9 se han localizado en la
membrana plasmatica formando los respectivos complejos quinasa CBL/CIPK
(Batistic y Kudla, 2004; Xu et al., 2006; Li et al., 2006b, Batistic et al., 2008). Es
conocido que cada CBL puede interaccionar con una o varias CIPKs y cada CIPK
puede interactuar con una o mas CBLs, y alguna de ellas, compartiendo algunas
CIPKs como diana comun (Luan, 2009). Esta interaccion especifica y ademads
solapada entre varios miembros de CBL/CIPK, reflejo de una especificidad funcional
a la vez que redundante, forma una red compleja de CBL-CIPKs dentro del
mecanismo de transduccion de sefiales en plantas (Batistic y Kudla, 2004; Luan,
2009). Hasta la fecha, ademas de AtSOS3/CBL4, y SCABP8/CBLI10, otras proteinas
CBLs (CBL2, 1, 9 y 5) también se han implicado en la regulacion de la homeostasis
16nica (Kudla 2010; Cheong et al., 2010).

Todos estos resultados sugieren que una hiperactivacion espacio-temporal de
SISOS1 no especifica de tejido o célula bajo condiciones salinas, por efecto de la
sobreexpresion constitutiva de SISOS3, podria conducir a la alteracion de la
homeostasis del Na" y K™ y por consiguiente, a la alteracion del balance osmotico de
células y tejidos en las plantas sobreexpresoras SOS3 de tomate. Finalmente, la
utilizacion biotecnologica potencial de SOS3 en la mejora de la tolerancia requerira
del empleo del promotor endégeno, eventualmente de promotores especificos de

tejido o bien de promotores inducibles que eviten una regulacion inapropiada de la

196



V. DISCUSION

homeostasis i6nica (Corrado y Karali, 2009). En este sentido se ha demostrado que la
sobreexpresion constitutiva del transportador de Na“ de la membrana plasmatica
HKT1;1 en Arabidopsis provoca la acumulacion de este cation en la parte aérea y
reduce notablemente el crecimiento de las plantas en condiciones salinas. Por el
contrario la sobreexpresion especifica de HKT'1;I en células de la estela de la raiz
conduce a una reduccién de la transferencia de Na" desde la raiz hacia el tallo, lo que
determina un menor contenido de este cation en la parte aérea y una mayor tolerancia

a la salinidad (Moller et al., 2009).

D4. Plantas sobrexpresoras de SINhaD.

Los transportadores de tipo NhaD constituyen un nuevo tipo de antiportadores de
plantas que podrian tener una gran importancia en la acumulacion intracelular de
Na'. PeNhaD1 de Populus euphratica, y McNhaD1 de Messembrhyanthemum son
los tnicos homdlogos descritos en plantas superiores de esta familia que ha sido
caracterizados hasta el momento, aunque muy parcialmente (Ottow et al., 2005;
Cosentino et al., 2010). En Arabidopsis, el anélisis de la secuencia gendmica predice
dos miembros de la subfamilia NhaD (NHD1 y NHD?2), atin no caracterizados. Para
el del musgo Physcomitrella (PpNhaD1) se ha propuesto una compleja funcion de
antiporte Na'(Li")/H"-K" (Barrero-Gil et al., 2007). En nuestro laboratorio se habia
aislado un gen de tomate perteneciente a la familia NhaD (Olias et al., 2009¢). Esta
proteina se ha localizado en los cloroplastos de hoja, y organulos plastidales de tallo,
raiz y fruto, sugiriendo que este transportador puede jugar un papel importante en la
homeostasis i6nica y control de pH de los plastidios de tejidos verdes y no verdes
(Olias et al 2009¢). La funcionalidad de SINhaD in planta y su implicaciéon en la
tolerancia a la salinidad, se viene estudiando en nuestro laboratorio mediante

silenciamiento génico postranscripcional (PTGS).
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En este trabajo, se ha pretendido como un cuarto objetivo, llevar a cabo la
sobreexpresion de SINhaD, con objeto de evaluar el papel de este transportador en el
control de la homeostasis de K" y Na" y su potencial biotecnoldgico en mejora de la
tolerancia del tomate a la salinidad. Hasta el momento, y debido a la extension de
tiempo que implica este tipo de experimentacion y a la limitacion de tiempo que
impone este trabajo de Tesis Doctoral, s6lo se ha podido generar lineas transgénicas
T3 homocigotas y mono-locus para el transgen. El anélisis del fenotipo en funcién de
los tratamientos estudiados se ha llevado a cabo en ensayos en placa en ausencia de
transpiracion, comparando lineas no transformadas con dos lineas transgénicas (L5-
2-1 y L7-2-1), que habian sido determinadas, mediante analisis de tipo Southern y
segregacion mendeliana de la resistencia a higromicina (Figuras R36, R37 y R38,
Tabla R4). En estos experimentos preliminares en placa, la reduccion del crecimiento
de la raiz por efecto del NaCl fue un poco menor, aunque significativa, en las lineas
transgénicas con respecto a las no transformadas (Figura 39), sugiriendo que la
sobreexpresion de SINhaD1 incrementa en alguna medida la tolerancia de las plantas
transgénicas al NaCl en estadios tempranos del desarrollo. Los transportadores de
tipo NhaD son altamente homologos a los de halobacterias, que se han caracterizado
como antiportadores Na'(Li")/H" (Miser et al., 2002b). Puesto que la funcion de
NhaD, no estd atn claramente establecida en plantas, toda interpretacion resulta
altamente especulativa. A este respecto, se ha descrito en la cafia comtn la formacion
de granulos de almidon en las cé€lulas parenquimaticas de la base del tallo en
respuesta al estrés salino, que adsorben grandes cantidades de Na' y conlleva una
disminucion del contenido de Na" en el citosol, y de la savia xilematica (Kanai et al.,
2007). Los granulos de almidon se forman y acumulan en los plastidios, por lo que
éstos podrian constituir importantes reservorios intracelulares de sales. La actividad
de SINhaD podria estar implicada en el transporte de sales al plastidio, constituyendo
otro mecanismo de control de transporte de Na' a larga distancia, probablemente, en

coordinacion con HKT1, que retiraria Na' del xilema para ser acumulado en los
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plastidios de las células parenquimadticas del xilema en tallo o del apoplasto de

células del mesofilo de hojas expandidas.
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Se han obtenido plantas transgénicas de S. lycopersicum cv. MicroTom mono-locus
y homocigéticas para el transgen LeNHX2 que codifica un antiportador K'/H™ de
tomate de localizacion prevacuolar/endosomal. Las lineas transgénicas mostraron
una mayor sobreexpresion de la proteina LeNHX2 y una mayor actividad
antiportadora Na'/H" y K'/H™ en vesiculas endosomales de raices de plantas
cultivadas tanto en ausencia como en presencia de NaCl, lo que indica una mayor

capacidad para la compartimentacion de Na" y K" en el sistema endosomal.

La sobreexpresion de LeNHX2 provoco una clara disminucion del crecimiento de la
parte aérea de las plantas de tomate cultivadas en ausencia de K™ al tiempo que
incrementé los niveles de expresion del transportador de K™ de alta afinidad,
LeHAKS. No obstante, el aumento en la expresion de LeHAKS no fue suficiente
para contrarrestar el déficit de K’ citoplasmico causado por la alta
compartimentacion del cation en las plantas sobrexpresoras de LeNHX2. En
consecuencia, el K* quedaria fisiolégicamente inaccesible, lo que produciria en
ultima instancia la inhibicién del crecimiento de las lineas transgénicas. Por otra
parte, la sobreexpresion de LeNHX2 incrementd la tolerancia a la salinidad, lo cual
era probablemente debido a una mejor homeostasis de K que permitiria mantener el
balance osmético, sin necesidad de una mayor acumulacién intracelular de Na'. Al
mismo tiempo, las reservas endosomales de K™ podrian utilizarse para mantener una

I4 . 7 + + .
optima razén K'/Na" en el citosol.

Se han obtenido plantas transgénicas de S. lycopersicum cv. MicroTom mono-locus
y homocigoticas para el transgen SISOS2, que codifica la proteina quinasa
SICIPK24. La sobreexpresion de SISOS2 trajo consigo un incremento de la
expresion del gen SISOS1 endogeno de la raiz que se correlacionaba con una mayor
actividad antiportadora Na'/H" en vesiculas de membrana plasmatica aisladas de las
raices de las plantas transgénicas cultivadas tanto en ausencia como en presencia de
NaCl, lo que provocaria en las plantas transgénicas una mayor capacidad para la

., + . . . ;.
extrusion de Na' al medio externo y/o a la corriente xilematica.
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4.

La sobrexpresion de SISOS2 increment6 la tolerancia a la salinidad de las plantas de
tomate, tanto en estadios muy jovenes de desarrollo en ausencia de transpiracion
como en estadios de desarrollo vegetativo en condiciones de transpiracion. Esta
mayor tolerancia se manifestdé en una menor clorosis foliar, una mayor velocidad de
crecimiento relativo y una floracion mas temprana que permitio, en ultima instancia,
una mayor produccion de frutos. Al nivel bioquimico, el incremento en la tolerancia
a la salinidad de las plantas sobrexpresoras de SISOS2 se asocia principalmente a la
regulacion de los transportadores de Na“ de la membrana plasmatica y de los
transportadores de Na" y K' de los compartimentos endosomal-vacuolar (SISOSI,
LeNHX4 y quizds LeNHX?2), responsables de mantener la homeostasis celular de
Na"y K"

Se han obtenido plantas transgénicas de S. lycopersicum cv. MicroTom mono-locus
y homocigéticas para el transgen SISOS3, que codifica la proteina sensora de Ca®’,
SICBL4. Aunque SISOS3 es una proteina que se expresa mayoritariamente en la
raiz, la sobreexpresion constitutiva de SISOS3 ocasiond un incremento de
transcritos, no solo en la raiz, sino también en el tallo y la hoja de las plantas
transgénicas, especialmente bajo condiciones de estrés salino. Ello trajo consigo un
incremento de la expresion del gen SISOS1 endogeno en todos los tejidos indicados,

independientemente de la presencia de NaCl en el medio de cultivo.

La sobreexpresion constitutiva de SISOS3 promovidé un mayor crecimiento de las
raices primarias en condiciones de estrés salino en estadios jovenes y en ausencia de
transpiracion. Sin embargo, las plantas transgénicas cultivadas en hidropénico en
condiciones de transpiracion, sufrieron una fuerte reduccion del crecimiento que
conducia al marchitamiento y, en ultima instancia, a la muerte. Estos resultados
sugieren que una hiperactivacion espacio-temporal de SISOS1 no especifica de
tejido o célula bajo condiciones salinas podria conducir a la alteracion de la
homeostasis del Na" y K™ y por consiguiente, a la alteracion del balance osmoético de

células y tejidos en las plantas sobreexpresoras de SISOS3. Por tanto, la utilizacion
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biotecnologica potencial de SISOS3 en la mejora de la tolerancia del tomate a la
salinidad requerira del empleo del promotor endogeno, de promotores especificos de
tejido o bien de promotores inducibles que eviten una regulacion inapropiada de la

homeostasis ionica.

Se han obtenido plantas transgénicas de S. lycopersicum cv. MicroTom
mono-locus y homocigoticas para el transgen SINhaD, que codifica un
antiportador putativo Na'/H", aun no bien caracterizado en plantas superiores
y que en estudios previos de nuestro laboratorio se ha localizado en los
cloroplastos de hoja y plastidios de tallo, raiz y fruto, lo que sugiere su
implicacion en la homeostasis i6nica y control de pH de los plastidios de
tejidos verdes y no verdes. Los resultados preliminares de crecimiento en
ausencia de transpiracion parecen indicar que la sobreexpresion de SINhaD
incrementa en alguna medida la tolerancia de las plantas transgénicas al NaCl

en estadios tempranos del desarrollo.
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