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Resumen:

En la presente tesis doctoral, se han empleado dos aproximaciones complementarias
para abordar las bases moleculares de la homeostasis de pH en A. thaliana. Por un lado, se ha
realizado un rastreo genético empleando acido acético, en busca de mutantes tolerantes a la
acidificacion intracelular, y por otro, se ha estudiado la respuesta transcripcional al estrés por
acido acético en Arabidopsis thaliana.

El rastreo genético de una coleccion de mutantes “activation tagging”, ha permitido
aislar el mutante watl-1D (“weak acid tolerant1”-alelol, Dominante), por ser mas tolerante a la
germinacion y apertura de cotiledones en presencia de acido acético. wat/-1D, es un mutante
dominante negativo, cuya mutacion se localiza en el locus At3g55480, que codifica para la
adaptina B3 de A. thaliana. Esta proteina estda implicada en el transporte de proteinas al
tonoplasto, y su pérdida de funcion puede provocar defectos en la localizacion de
transportadores vacuolares. En ensayos de aparicion de cotiledones, el mutante watl-1D es mas
tolerante a acidos débiles, ABA y estrés osmdtico (NaCl, manitol), pero es mas sensible a
cationes toxicos (Li" y norespermidina). En estadios posteriores, el mutante es capaz de
mantener un pH mas alcalino durante un tratamiento de perfusion con acido acético. El analisis
de los distintos mecanismos de regulacion de la homeostasis de pH, ha indicado que el mutante
expulsa una mayor cantidad de protones al medio, en condiciones de estrés por acido acético,
cosa que no ocurre en condiciones normales. La salida de H™ no causa una hiperpolarizacion de
la membrana del mutante, debido a que la toma de Rb" (analogo del K), se ve incrementada en
estas condiciones. La mayor sensibilidad a LiCl y la tolerancia a NaCl observada en la apertura
de los cotiledones, se mantiene en plantas adultas regadas con estos cationes toxicos. El mutante
watl-1D, no muestra diferencias en la toma de Na', Li’ o Rb" (K") a tiempos cortos. Sin
embargo, acumula méas K, en raiz y parte aérea, y menos Na' y Li", en la raiz, tras 2 dias de
tratamiento.

A partir de estos resultados se propone un modelo por el cual, la mutacion en la
adaptina 3, provocaria que un transportador de salida de potasio vacuolar se deslocalizara
parcialmente a membrana plasmatica. La falta del transportador en vacuola, dificultaria la salida
de potasio, provocando una hiperpolarizacion del tonoplasto que reduciria la entrada de Li". La
menor toma de litio por la vacuola haria que su acumulacién global fuera menor, pero se
localizaria en el citoplasma, donde resulta mas toxico. Por otra parte, la hiperpolarizacion
disminuiria la entrada de protones por la H"ATPasa vacuolar, lo que afectaria de forma indirecta
a los antiportadores NHX, disminuyendo también la entrada de sodio en vacuola. Por ultimo, en
condiciones de estrés por acido acético, el transportador de K’ (ahora localizado en la
membrana plasmatica), se activaria, incrementando, de este modo, la toma de potasio. Esta
entrada de potasio despolarizaria la membrana plasmatica, favoreciendo la salida de protones
que se observa en el mutante en estas condiciones.

El anélisis transcripcional realizado en el presente trabajo, muestra que un tratamiento
con acido acético induce diversos genes implicados en respuestas a estreses abidticos, como
calor, luz intensa y estrés oxidativo. La comparacion de los genes inducidos por estos estreses,
con los inducidos por acido acético, indica que el estrés mas semejante es el estrés por calor. De
hecho, entre los genes con mayor nivel de induccion se encuentran varios HSF (“Heat Shock
Factors™) y HSP (“Heat Shock Proteins”). Este resultado sugiere que el estrés por acido acético
causa desnaturalizacion de proteinas. Por otro lado, muchos simportadores de toma de
nutrientes (P, S) se inducen por el tratamiento con acido acético, lo que probablemente refleja
que la acidificacion intracelular dificulta la entrada de nutrientes mediante simporte con
protones.






Resum:

En la present tesis doctoral s’han empleat dos aproximacions complementaries per a
abordar les bases moleculars de ’homeostasi de pH en Arabidopsis thaliana. Per un costat, s’ha
realitzat un rastreig genétic utilitzant acid acétic per a trobar mutants tolerants a 1’acidificacio
intracel-lular, i per I’altre, s’ha estudiat la resposta transcripcional a ’estrés per acid acétic en A.
thaliana.

El rastreig genétic d’una col-leccid de mutants “activation tagging”, ha permés aillar el
mutant watl-1D, per ser més tolerant a la germinacié i obertura de cotiledons en preséncia
d’acid acetic. watl-1D és un mutant dominant negatiu, aquesta mutacio es localitza al locus
At3g55480, que codifica 1’adaptina B3 de A. thaliana. Esta proteina estd implicada en el
transport de proteines al tonoplast, i la seua pérdua de funcidé pot provocar defectes en la
localitzacio de transportadors vacuolars. En experiments d’aparicid de cotiledons, el mutant
watl-1D és més tolerant a acids débils, ABA, i estrés osmotic (NaCl, manitol), perdo és més
sensible a cations toxics (liti i norespermidina). En estadis posteriors, el mutant manté un pH
més alt durant un tractament de perfusiéo amb acid acétic. L’analisi dels distints mecanismes de
regulacio de 1’homeostasi de pH, ha indicat que el mutant expulsa una major quantitat de
protons al medi, en condicions d’estrés per acid acetic, cosa que no ocorre en condicions
normals. L’eixida de protons no causa una hiperpolaritzacié de la membrana del mutant, perqué
la presa de rubidi (analeg del potassi) s’incrementa en estes condicions. La major sensibilitat a
LiCl i la tolerancia a NaCl observada en 1’obertura dels cotiledons, es manté en plantes adultes
regades amb estos cations toxics. El mutant watl-1D, no mostra diferéncies en la presa de Na”,
Li" o Rb" (K") a temps curts. No obstant aixd, acumula més K™ a I’arrel i la part aéria, i menys
Na"iLi" al’arrel, després de dos dies de tractament.

A partir d’aquestos resultats es proposa un model per el qual la mutacié en la adaptina
B3, provocaria que un transportador de eixida de K vacuolar es deslocalitzara parcialment a la
membrana plasmatica. La falta del transportador a la vacuola, dificultaria I’eixida de potassi,
provocant una hiperpolaritzacié del tonoplast que reduiria I’entrada de Li". La menor presa de
liti per la vacuola faria que la seua acumulacié global fora menor, perd es localitzaria en el
citosol, on és més toxic. Per altra banda, I’hiperpolaritzacié disminuiria 1’entrada de protons per
la H'-ATPasa vacuolar, el que afectaria de forma indirecta als antiportadors NHX, disminuint
també I’entrada de Na’ a la vacuola. Per ultim, en condicions d’estrés per acid acétic el
transportador de potassi (ara localitzat a la membrana plasmatica) s’activaria, incrementant aixi
la presa de K'. Esta entrada de potassi despolaritzaria la membrana plasmatica, afavorint
I’eixida de protons que s’observa en el mutant en estes condicions.

L’analisi transcripcional realitzat en el present treball, mostra que un tractament amb
acid acetic indueix diversos gens implicats en respostes a estressos abiotics com calor, [lum
intensa, i estres oxidatiu. La comparacio del gens induits per estos estressos amb els induits per
acid aceétic indica que I’estrés més semblant és 1’estrés per calor. En efecte, entre els gens amb
major nivell d’induccid, es troben alguns HSF (“Heat Shock Factors”) i HSP (“Heat Shock
Proteins”). Aquest resultat suggereix que D’estrés per acid acetic causa desnaturalitzacio de
proteines. Per altra banda, molts simportadors de presa de nutrients (P,S) s’indueixen pel
tractament amb acid acétic, el que probablement reflectix que 1’acidificacio intracel-lular
dificulta I’entrada de nutrients mitjancant el simport amb protons.






Abstract:

In this doctoral thesis we have used two complementary approaches to study the
molecular basis of A. thaliana pH homeostasis. On the one hand, we have performed a genetic
screening using acetic acid to look for intracellular acidification tolerant mutants. On the other
hand, we have studied acetic acid transcriptional response in Arabidopsis thaliana.

The genetic screening of an activation tagging mutant seed collection has led to the
isolation of the mutant watl-1D (“weak acid tolerantl-allelel dominant), which is able to
germinate and establish its seedlings faster than the wild type in the presence of acetic acid.
Watl-1D is a negative dominant mutant, whose mutation is localized in the At3g55480 locus
that codifies for a B3 adaptin. This protein is involved in protein transport to the tonoplast, and
its loss of function can cause vacuolar transporters mislocalization. Cotyledon emergence
experiments showed that wat/-1D mutant is more tolerant to weak acids, ABA and osmotic
stress (NaCl, mannitol), but it’s more sensitive to toxic cations such as lithium and
norspermidine. In later stages, the mutant is able to maintain a higher pH during an acetic acid
perfusion experiment. The analysis of the different mechanisms of pH homeostasis regulation
indicated that in the presence of acetic acid, the mutant extrudes more protons to the
extracellular media than the wild type, but this doesn’t happen in normal conditions. This proton
extrusion doesn’t induce plasma membrane hyperpolarization, because in the presence of acetic
acid, the mutant shows enhaced rubidium uptake (potassium analogous). The lithium sensitivity
and the sodium tolerance observed during the first physiological stages, is maintained in adult
plants irrigated with these toxic cations. Sodium, lithium and rubidium uptake (short-time
treatments) are similar in the wild type and the watl-1D mutant. However, after a two day
treatment, the mutant accumulates more potassium in roots and shoots, and less sodium and
lithium in the roots.

Based in these results, we postulate a model in which the mutation in the B3 adaptin
would cause a partial mislocalization of a vacuolar potassium transporter to the plasma
membrane. The lack of this transporter in the vacuole, would impair potassium exit, causing
tonoplast hyperpolarization that would reduce lithium entry into the vacuole. This decrease in
vacuolar lithium uptake would reduce the global lithium accumulation, but it would accumulate
in the cytosol where it’s more toxic. Futhermore, the tonoplast hyperpolarization would reduce
vacuolar H™-ATPase activity, and this would indirectly affect NHX antiporters, reducing also
sodium entry into the vacuole. Finally, under acetic acid stress, the potassium transporter (now
localized in the plasma membrane), would become more active, increasing potassium uptake.
This would depolarize the plasma membrane, and would favour the proton extrusion observed
in the mutant under these conditions.

The transcriptional analysis that has been done in this doctoral thesis shows that acetic
acid treatment induces several genes involved in abiotic stress (heat, high light, oxidative stress)
responses. The comparison between the genes induced by these stresses and those induced by
acetic acid, shows that heat stress is the most similar to acetic acid stress. In fact, there are
several HSF (Heat Shock Factors) and HSP (Heat Shock Proteins) among the most induced
genes. This result suggests that acetic acid stress causes protein denaturation. Futhermore, many
nutrient uptake symporters (P, S) are induced in the presence of acetic acid. This probably
indicates that intracellular acidification impairs nutrient uptake through proton symporters.






Siglas y abreviaturas:

a2a3: Se refiere al doble mutante vha-a2 vha-a3

AAOQO: “Abscisic Aldehyde Oxidase” (Abscisico aldehido oxidasa)

aa-RNA: “Aminoallyl-RNA” (aminoalil-RNA)

ABA: “ABscisic Acid” (Acido Abscisico)

aba: “Abscisic acid deficient” (Deficiente en ABA)

ABC: “ATP Binding Cassette” (Cassette de union a ATP)

ABI: “ABA Insensitive” (Insensible a Abscisico)

ABRC : “Arabidopsis Biological Resource Centre” (Centro de recursos biologicos de Arabidopsis)
ACC: Acido 1-AminoCiclopropano 1-Carboxilico

AcNa: Acetato de Na*

ADP: “Adenosine DiPhosphate” (Adenosina difosfato)

AHA: “Arabidopsis H -ATPase” (H"-ATPasa de Arabidopsis)

AHG: “ABA Hipersensitive at Germination 1” (Hipersensible a ABA durante la germinacion)
AHL: “Arabidopsis HAL2-Like” (Similar a HAL2, en Arabidopsis)

AIP: “AKT]I Interacting PP2CI1” (PP2C1 que interacciona con AKT1)

AKT: “drabidopsis K Transporter” (Transportador de potasio de Arabidopsis)

ALMT1: “ALuminium activated Malate Transporter” (Transportador de malato activado por aluminio).
ALP: “ALkaline Phosphatase” (Fosfatasa alcalina)

Amp": Resistente a ampicilina

AMT1.2: “AMmonium Transporter 1.2 (Transportador de amonio 1.2)

AP: “Adaptor Protein complex” (Complejo proteico adaptador)

APC: "Amino acid, Polyamine and Choline transporter superfamily” (Superfamilia de transportadores de
aminoacidos, poliaminas y colina.

apl6: “Clathrin adaptor protein complex large chain 6~ (Cadena grande del complejo proteico
adaptador de clatrina 6)

apm3: “Clathrin adaptor protein complex medium chain 3” (cadena mediana del complejo proteico
adaptador de clatrina 3)

aps3 : “Clathrin associated protein complex small subunit 3”’(Subunidad pequeia del complejo proteico
asociado a clatrina 3)

ARF: “ADP- Ribosilation Factors” (Factores de ribosilacion de ADP)

ARH: “Autosomal Recessive Hipercolesterolemia” (Hipercolesterolemia recesiva autosémica)

Arl: “ADP-ribosylation factor-like” (Similar al factor de ribosilacion de ADP)

At: Arabidopsis thaliana

AT: Aspartato Transaminasa

ATF: “Amino acid Transporter Family” (Familia de transportadores de aminoacidos)

ATP: “Adenosine 5 TriPhosphate” (Adenosina 5’trifosfato)

AVP: “Arabidopsis V-PPasa” (V-PPasa de Arabidopsis)

A;—660: Absorbancia a 660 nanometros

BAC: “Bacterial Artificial Chromosome” (Cromosoma bacteriano artificial)

BAR: “BASTA Resistance gene” (Gen de resistencia a BASTA)

BHT: “Butylated HidroxiToluene” (Hidroxitolueno butilado)

BIG: “BFA-Inhibited GEF “(GEF inhibido por BFA)

BSA: “Bovine Serum Albumin” (Albimina de Suero Bovino)

BY-2: “ Cultivar Bright Yellow — 2” (Cultivar amarillo brillante-2)

C': Isétopo carbono-14

CaCA: “Ca’"/CAtion antiporters” (Antiportadores calcio/cation)

CaMBD: “Calmodulin binding domain” (Dominio de unién a calmodulina)

CaMV: “Cauliflower Mosaic Virus” (Virus del mosaico de la coliflor)

CAX: “CAtion eXchangers” (Antiportadores de cationes)

CBL: “Calcineurin B-Like Protein” (Proteina similar a calcineurina B)

CCV: “Clathrin Coated Vesicles” (Vesiculas con cubierta de clatrina)

CDPK: “Calcium Dependent Protein Kinase” (Proteina quinasa dependiente de calcio)

CHX: “Cation H' eXchangers” (Antiportadores cation-proton)

CIPK: CBL-Interacting Protein Kinase

CLC: “ChLoride Channel” (Canal de cloruro)

CMK1: “CalModulin dependent protein Kinase 1” (Proteina quinasa dependiente de calmodulina)
CML/CaM: “CalModulin-Like protein/ CalModulin-like protein” (Proteina similar a calmodulina)
CNBD: “Cyclic Nucleotide Binding Domain” (Dominio de union a nucleotidos ciclicos)




Col.: Columbia

COP: “CQat Protein” (Proteina de cubierta)

CPA: “Monovalent Cation-Proton Antiporters” (Antiportadores cation monovalente-proton)
CPK: “Calcium dependent Protein Kinase” (Proteina quinasa dependiente de calcio)

CPS: CarboxiPeptidasa S

CPY: CarboxiPeptidasa Y

CS: Control Silvestre

CTAB: “HexadeCylTrimethyl Ammonium Bromide” (Bromuro de cetil trimetilamonio)
C-terminal: Carboxi-terminal

CTR: “Constitutive Triple Response” (Triple respuesta constitutiva)

CWP: “Cell Wall Protein” (Proteina de pared celular).

Cyt.: “Cytosol” (Zona citosolica)

Dab2: “Disabled-2" (Discapacitado 2)

DMSO: DiMetilSulfOxido

DNA: “DeoxyriboNucleic Acid” (Acido desoxirribonucleico)

dNTPs: “DeoxyriboNucleotide TrihosPhate” (Desoxirribonucleotido trifosfato)

DTT: DiTioTreitol

ECM: “ExtraCelullarMatrix” (Matriz extracelular)

EDTA: Acido Etilen Diamin TetraAcético

EE: “Early Endosomes” (Endosomas Tempranos)

EF: “EF hand domain” (Dominio tipo EF hand”)

eFP browser : “electronic Fluorescent Pictograph Browser

ELISA: “Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay” (Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas)
ELP: “Epidermal growth factor receptor Like Protein” (Proteina similar al receptor del factor de
crecimiento epidérmico)

E,.: Potencial de membrana

EMS: Etil Metano Sulfonato

ER: “Endoplasmic Reticulum” (Reticulo endoplasmatico)

ESCRT: “Endosomal Sorting Complex Required for Transport” (Complejo de clasificacién endosomal
requerido para el transporte)

EtAcNa: Etanol Acetato de sodio (Na")

Ext.: Exterior celular

FES1: “ortolog to Feslp” (ortdlogo a la proteina Feslp de levadura) siendo Fesl: “Factor Exchange for
Ssalp”

FPR: “FK506-sensitive Proline Rotamase” (Rotamasa sensible a FK506)

FPS: “fdp1 Suppresor” (Supresor del mutante fdp1) siendo fdp: “fructose diphosphate”

GAP: “GTPasa Activation Proteins” (Proteinas de activacion de GTPasa)

GAs: Giberelinas

GBF: “Golgi BFA- resistance Factor 1" (Factor de resistencia a BFA de Golgi 1) siendo BFA:
“Brefeldin A~

GDP: “Guanosine DiPhosphate” (Guanosina difosfato)

GEA: “Guanine nucleotide Exchange factor for ADP ribosylation factors 1"’ (Factor de intercambio del
nucledtido guanina para los factores de ribosilacion de ADP)

GEF: “Guanine nucleotide-Exchange Factor” (Factor de intercambio del nucleétido guanina)
GFP: “Green Fluorescence Protein” (Proteina verde fluorescente)

GGA: “Golgi localized, Gamma-ear-containing, Arf-binding proteins”

GLR: “GLutamate Receptors” (Receptores de glutamato)

GNGC: “Cyclic-Nucleotide-Gated Channels” (Canales activados por nucledtidos ciclicos)

GNL: “GNom-Like” (Similar a GNOM)

GORK: “Guard cell Qutward Rectifying K channel” (Canal de potasio rectificador de salidda de las
células oclusivas)

GSC: “Riken Genomic Science Center” (Centro de ciencia genémica de Riken)

GTED: Tampoén formado por: Glicerol, Tris, EDTA y DTT

GTP: “Guanosine Tri-Phosphate” (Guanosina trifosfato)

GTPasa: “Guanosine TriPhosphatase” (Guanosina trifosfatasa)

GUS: “B-GlUcuronidaSe” (B-glucuronidasa)

H'-PPasa: “ H'-PyroPhosphatase” (H -Pirofosfatasa)

HAAL1: “Homolog of Acel Activator” (Homologo del activador ACEL, activador de la expresion de
CUP1) siendo ACE: “Activation Protein of CUP1 Expression”

HAB: “Hypersensitive to ABA” (Hipersensible a ABA)




HAK: “High-Affinity K" transporters (Transportadores de potasio de alta afinidad)

Hal: “Halotolerance protein” (Proteina de halotolerancia)

HeLa: Henrietta Lacks

HKT: “High-affinity K Transporters (Transportadores de potasio de alta afinidad)

HOG: “High Osmolarity Glycerol” (Osmolaridad alta-glicerol)

HPS: “Hermansky-Pudlak Sindrome” (Sindrome Hermansky-Pudlak)

HRK1: “Hygromycin Resistance Kinase 1~ (Quinasa resistente a higromicina)

HRS: “Hepatocyte growth factor Receptor tyrosine kinase Substrate”

HSF: “Heat Shock Factor” (Factor de transcripcion de respuesta a choque térmico)

HSP: “Heat Shock Protein” (Proteina de respuesta a choque térmico)

In.: Interior celular

IPP: “IsoPentenyl diPhosphate” (Isopentenil difosfato)

IRKSs: “Inward Rectifying K~ channels” (Canales de potasio rectificadores de entrada)

IRNASE: Instituto de Recursos Naturales y Agrobiologia de SEvilla

It: Ipomoea tricolor

ITQ: Instituto de Tecnologia Quimica

KAT: “K" channel in Arabidopsis Thaliana” (Canal de potasio de Arabidopsis thaliana)

KC1: “Arabidopsis thaliana K rectifying Channel 1" (Canal rectificador de potasio de Arabidopsis
thaliana)

KCO: “K* channel Ca’*-activated, Outward rectifying” (Canal de potasio rectificador de salida activado
por calcio)

KEA: “K" Exchange Antiporters” (Antiportadores de potasio)

Kua: “Domain rich in hydrophobic and acidic residues” (Dominio rico en residuos hidrofobicos y
acidicos)

KHA: “K'/H" Antiporter” (Antiportador potasio/proton)

KIR: “K" Inward Rectifyier channels” (Canales de potasio rectificadores de entrada)

Km: Constante de Michaelis-Menten

KNH: “Kre9 (Nine) Homolog” (Homologo de Kre9) siendo Kre9: “Killer toxin REsistant”

KT: “K" Transporters” (Transportadores de potasio)

KUP: “K" Uptake Perneases” (Permeasas de toma de K")

LAMP: “Lysosomal-Associated Membrane Protein” (Proteina de membrana asociada a lisosoma)
LB: “Left Border” (Borde izquierdo del T-DNA)

LB: “Lysogeny Broth” (Bertani, 2004) (Caldo lisogénico), comunmente conocido como “Luria-Bertani”
LE: “Late Endosome” (Endosoma Tardio)

LEA: “Late-Embryogenesis-Abundant” (Abundante en el final de la embriogénesis)

LIMP: “Lysosomal Integral Membrane Protein” (Proteina integral de membrana de lisosoma)
LOWESS: “Locally Weighted Scatter plot Smoother”

M.: Mutacion

M: Marcador de tamafio de bandas

MAE: Tampén compuesto por: MOPS, Acetato de sodio y EDTA

MAPK: “Mitogen Activated Protein Kinase” (Proteina quinasa activada por mitosis).

Mb: Membrana

MCS: “Multi Cloning Site” (Sitio de clonaje multiple)

MD: Malato Deshidrogenasa

MDCK: “Madin-Darby Canine Kidney”

MEP: “2-C-Methyl-D-Erythritol-4-Phosphate” (2-C-metil-D-eritriol-4-fosfato)

MES: Acido 2-(N-Morfolino) EtanoSulfénico)

MOPS: Acido 2-(N-Morfolino) PropanoSulfonico

MPR:“Mannose 6- Phosphate Receptors” (Receptores de manosa 6-fosfato)

MS: Murashige & Skoog

MSN: “Multicopy Suppressor of SNF1 mutation” (Supresor multicopia de la mutacion SNF (no
fermentadora de sacarosa) siendo SNF: “Sucrose NonFermenting”

MVB: “ MultiVesicular Body” (Cuerpo multivesicular)

NAD: “Nicotinamide Adenine Dinucleotide” (Nicotinamina Adenina Dinucleo6tido)

NADP: “Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate” (Nicotinamina Adenina Dinucleotido fosfato)
NASC: “Nottingham Arabidopsis Stock Centre” (Centro de almacén de Arabidopsis en Nottingham)
NCED: “9(Nine)-Cis-Epoxycarotenoid Dioxygenase” (9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa)

NE: Norespermidina

Nha: “Na'/H" Antiporter” (Antiportador sodio/protén)

NHX: “Na'/H" eXchanger” (Antiportador sodio/proton)



NPTII: “Neomycin PhosphoTransferase I (Neomicina fosfotransferasa II)

NSCC: “Non Selective Cation Channels” (Canales de cationes no selectivos)

NSY: “Neoxanthin SYnthase” (Neoxantina sintasa)

N-Terminal: Amino-terminal

NTR: “ Nitrate TRansporter” (Transportador de nitrato)

NYV1: “New Yeast V-SNARE”

OAA: “OxAlAcetate” (Oxalacetato)

°C: Grados Celsius o centigrados

OLB: “Oligo Labeling Buffer” (Tampon de marcaje de sondas con cebadores de oligonucledtidos)
ORKSs: “Qutward Rectifying K" channels” (Canales de potasio rectificadores de salida)

Os: Oryza sativa

OST1: “Open STomata 1 (Estomas abiertos)

p/p: peso/peso

p/v: peso/volumen

P: “Pore domain” (Dominio Poro)

PAT2: Protein Affected Trafficking 2" (Trafico de proteinas alterado)

PCI: “Phenol Chloroform Isoamyl alcohol” (Fenol cloroformo alcohol isoamilico)

PCR: “Polymerase Chain Reaction” (Reaccion en cadena de la polimerasa)

Pd.: “primer” directo

PDRI12: “Pleiotropic Drug Resistance 127 (Resistencia pleiotropica a drogas)

PEP: “PhosphoEnolPyruvate” (Fosfoenolpiruvato)

Pex.: Peroxisomas

pf.: Peso Fresco

PFK: “PhosphoFructoKinase” (Fosfofructoquinasa)

PGP12: “P-Glycoprotein 127 (Glicoproteina-P 12)

pHc: pH citosolico

PHT: “ PHosphate Transporter” (Transportador de fosfato)

Pi: “Inorganic Phosphate” (Fosfato inorgénico)

PIN “PIN-formed” (con forma de alfiler)

Pipes: “Piperazine-N,N -bis[2-ethanesulphonic acid]

pKa: Logaritmo negativo de la constante de acidez de un acido

PKS: “Protein Kinase SOS2-like”” (Proteina quinasa similar a SOS2)

PM: “Plasma Membrane” (Membrana plasmatica)

PMA: “Plasma Membrane H -ATPase” (H'-ATPasa de membrana plasmatica)

PP2A: “Protein Phosphatase 24" (Proteina fosfatasa 2A)

PP2C:_Protein Phosphatase 2C” (Proteina fosfatasa 2C)

Ppz: “Protein phosphatase z” (Proteina fosfatasa Z)

Pr.: “primer” reverso

PS.: Peso Seco

PSE: Tamp6n compuesto por: Na,HPO,4, SDS y EDTA

PVC: “PreVacuolar Compartment” (Compartimento prevacuolar)

PYL: Pyrabactin resistant 1-Like” (Similar a resistente a pirabactina)

PYR: “Pyrabactin Resistance 1” (Resistencia a pirabactina)

RALF: “RIKEN Arabidopsis Full-Length”

RAS : “RAt Sarcoma” (Sarcoma de rata)

RB: “Right Border” (Borde derecho del T-DNA)

RCAR: “Regulatory Component of ABA Receptor” (Componente regulador del receptor de ABA)
RGL2: “RGA- Like 2” (Similar a RGA) siendo RGA: “Represor of GA”

RIKEN: “Rlkagaku KENkyiisho”

RIM101: “Regulator of IME2 101” (Regulador del inductor de meiosis2) siendo IME: “Inducer of
MFEiosis”

RNA: “RiboNucleic Acid” (Acido ribonucleico)

RNAr: RNA ribosémico

ROF: “ROtamase FKBP” (FKBP con actividad rotamasa) siendo FKBP: “FK506 binding protein”
ROS: “Reactive Oxygen Species” (Especies reactivas de oxigeno)

SAIL: “Syngenta Arabidopsis Insertion Library” (Biblioteca de mutantes de insercion en el genima de
Arabidopsis de Syngenta)

SAM: “Significant Analysis of Microarrays” (Andlisis de la significacion de las micromatrices)
SAP30: “SIT4 protein phosphatase Associated Protein 30" (Proteina asociada a la proteina fosfatasa
SIT4, supresor de: inicio de la transcripcion 4) siendo SIT4: “Suppressor of Initiation of Transcription”




SARA: “Secretion-Associated RAs superfamily 1 (Superfamilia Ras asociada a secrecion)
ScaBP: “SOS3-like calcium Binding Protein” (Proteina de union a calcio similar a SOS3)
SDS: “Sodium Dodecil Sulphate” (Dodecil sulfato sddico)

SEC7: “ SECretory 7" (Secretor 7)

SEL1: “SELenate Resistant 1" (Resistente a selenato)

SHY3: “Short HYpocotyl” (Hipocotilo corto)

SKOR: “Stelar K" Qutward Rectifier” (Canal de potasio rectificador de salida de la estela)
SN: Solucién Nutritiva

SNARE: “N-Ethylmaleimide-SeNsitive factor Attachement protein Receptor” (Receptor de la proteina de
fijacion del factor sensible a N-Etilmaleimida)

SnRK: “SNF'I-Related protein Kinase” (Proteina quinasa relacionada con SNF1) siendo SNF: “sucrose
nonfermenting”

SOB: “Super Optimal Broth” (Caldo super 6ptimo)

SOC: “Super Optimal broth with Catabolite repression” (Caldo super Optimo con represion por
catabolito)

SOS: “Salt Overly Sensitive” (Hipersensible a sal)

SPI: “Stationary Phase Induced” (Inducido en fase estacionaria)

SPIK: “Shaker Pollen Inward K' channel” (Canal de entrada potasio tipo shaker de polen)
SSC: “Saline Sodium Citrate” (Tampon salino de citrato de sodio)

START: “STeroidogenic Acute Regulatory protein (StAR)-related lipid Transfer”

STET: Tampo6n compuesto por: Sacarosa, Tris, EDTA y Triton

STOP1: “Sensitive TO Proton rhizotoxicity 1” (Sensible a la rizotoxicidad por protones)
SUC/SUT: “SUCrose transporters/SUcrose Transporters” (Transportador de sacarosa)
SULTR: “SULphate TRansporter” (Transportador de sulfato)

SWI3B: “SWitch subunit 3 B” (Subunidad interruptor 3)

TAE: Tampo6n compuesto por: Tris base, acido Acético y EDTA

Taq: Thermus aquaticus

TB: "Transformation Buffer” (Tamp6n de transformacion)

TBE: Tampdén compuesto por: Tris base, acido Bérico y EDTA

TCES: Tampon compuesto por: Tris, NaCl, EDTA y SDS

T-DNA: DNA transferido

TDT: “Tonoplast Dicarboxylate Transporter” (Transportador de dicarboxilatos del tonoplasto)
TE: Tampon formado por: Tris y EDTA

TFL1: “Terminal Flower 1” (Flor terminal 1)

TFP: “TriFluoPerazine” (Trifluoperazina)

TGN: “Trans-Golgi Network” (Red trans-Golgi)

Ti: Plantas transgénicas, generacion i

Ty “Melting Temperature”

TMS: “TransMembrane Segment” (Segmento transmembrana)

TPC: “Two Pore Channel” (Canal de dos poros)

TPK: “Tandem Pore K channel” (Canal de potasio con poros en tandem)

TPO: “Transporter of POlyamines” (Transportador de Poliaminas)

TRH1: “Tiny Root Hair 1" (Pelo radicular fino)

TRK: “TRansport of K~ (Transporte de potasio)

tRNA: “Transfer RNA” (RNA de transferencia)

UTR: “UnTranslated Region” (Region no traducida)

v/v: volumen/volumen

VAM3: “VAcuolar Morphogenesis”

V-ATPasa: “Vacuolar H -ATPase” (H-ATPasa vacuolar)

VDE: “Violaxanthin De-Epoxidase” (Violaxantina de-epoxidasa)

VHA: “Vacuolar H'-ATPase” (H'-ATPasa vacuolar)

VHP: “Vacuolar H -Pyrophosphatase” (H -pirofosfatasa vacuolar)

VMA: “Vacuolar Membrane ATPase” (ATPasa de membrana vacuolar)

Vmax: Velocidad maxima

VPH: “Vacuolar pH” (pH vacuolar)

VPS: “Vacuolar Protein Sorting” (Clasificacion de proteinas vacuolares)

VSR: “Vacuolar Sorting Receptors” (Receptores de clasificacion vacuolar)

VTI11: “VpsiO0 (Ten) Interacting 11" (Interacciona con Vps 11) siendo Vps: “Vacuolar protein sorting”
WARI: “Weak Acid Resistance 1"’ (Resistencia a acidos débiles)

WAT: “Weak Acid Tolerant” (Tolerante a acidos débiles)




WIRKS: “Weakly Inward Rectifier K' channels” (Canales de potasio débilmente rectificadores)
WS.: WaSsilewskija

Yck3: “Yeast casein kinase 3” (Caseina quinasa 3 de levadura)

ZEP: “ZEaxanthin ePoxidase” (Zeaxantina epoxidasa)

ZIGI: “Zigzagl”

Unidades:

Ci/mol: Curios/mol

cm: centimetros

em’: centimetros cuadrados
g.: gramos

h.: horas

kb.: kilobases

kDa: kilodalton

kV: kilovoltios

kQ: kiloohmios

pE: microeinsteins

pF: microfaradios

pg: microgramos

pl: microlitros

pm: micrometros

uM: micromolar

m: metros

Mb: Megabases

mg: miligramos

min: minutos

ml: mililitros

mM: milimolar

nM: nanomolar

nmol: nanomoles

rpm: revoluciones por minuto
s: regundos

U/ul: Unidades/microlitro
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1.1 Homeostasis de pH en la célula vegetal

La homeostasis (del griego homos que significa “similar”, y estasis “posicion”,
“estabilidad”) es la tendencia de un organismo vivo, a regular el ambiente interno para
mantener una condicidon estable y constante. El concepto fue introducido por Walter
Cannon (Cannon, 1928).

En la célula vegetal existe una homeostasis de pH, ya que su valor se mantiene
dentro de un estrecho rango, a pesar de que numerosos procesos tienden a romper ese
equilibrio, como la toma y el metabolismo de nutrientes por las plantas, que implica la
produccion o el consumo de protones (H). Sin embargo, el valor del pH varia segin el
compartimento celular: el pH en el apoplasto es aproximadamente 5, el pH vacuolar
oscila entre 5 y 5,5 (apropiado para la acciéon de las hidrolasas acidas) y, aunque es una
simplificacion referirse al citoplasma como una fase uniforme, puede considerarse que
en conjunto el pH citoplasmatico varia entre 7 y 7,5.

Por lo tanto, la homeostasis de pH en la célula vegetal consiste en el
mantenimiento de un pH determinado en cada compartimento, que resulte adecuado a

los requerimientos celulares.

1.1.1 Importancia del mantenimiento de la homeostasis de pH

La homeostasis de protones en la célula vegetal requiere de una estricta
regulacion, porque el pH juega un papel esencial en numerosos procesos celulares, tal y

como se detalla a continuacion:

A) Efecto sobre los enzimas intracelulares:

La mayoria de enzimas celulares se ven afectados por cambios en el pH,
principalmente por dos motivos:

Por un lado, muchos de los aminoéacidos que forman parte de las proteinas tienen
grupos ionizables, por lo que variaciones de pH alteraran el estado de ionizacion de
estos grupos, lo que puede afectar a la funcion del enzima.

Por otro parte, la actividad de los enzimas es sensible al pH, variando alrededor
de un pH éptimo, propio de cada enzima. Por ejemplo, el pH 6ptimo de la H'-ATPasa
de membrana plasmatica es ligeramente acido (6,5). Este efecto del pH sobre las
enzimas metabdlicas, hace que numerosos procesos como la glucélisis o la sintesis de

RNA, DNA vy proteinas, se vean afectados por variaciones de pH. De hecho, la actividad
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de la fosfofructoquinasa, principal enzima reguladora de la glucolisis, se incrementa a
medida que aumenta el valor del pH, en un pequefio intervalo dentro del rango
fisiologico (Fiedelman et al., 1982), y se inhibe al bajar el pH por afiadir benzoato en
levadura (Francois et al., 1986). Del mismo modo, el pH 6ptimo de la DNA polimerasa
es bastante alto, por lo que la actividad aumenta al incrementar el pH de 7 a 8 (Gerson,

1982).

B) Importancia en el transporte de solutos:

El transporte de solutos a través de las membranas bioldgicas puede ocurrir
mediante transporte activo o pasivo, segun si se acumula el soluto en contra de su
gradiente de concentracién o no.

En el caso del transporte activo, esta acumulacion lleva consigo un aporte de
energia. Cuando este aporte energético proviene de una reaccion exergonica, se habla de
transporte activo primario (Serrano, 1985). Como se explicard en detalle més adelante,
en las membranas de las células vegetales, existen bombas de protones que emplean la
energia de la hidrolisis de ATP (o del pirofosfato), para bombear protones en contra de
su gradiente. El potencial electroquimico resultante, representa energia almacenada que
se emplea en el transporte de otros solutos en contra de su gradiente de concentracion
(transporte activo secundario), ya sea mediante cotransporte con protones (simporte o
antiporte), o simplemente a favor de su potencial eléctrico. Debe resaltarse la confusion
existente en el campo sobre la naturaleza activa o pasiva de la toma de cationes, como el
K, mediada por canales y energizada por el potencial eléctrico. Este transporte esta
energizado indirectamente por ATP (o pirofosfato), que al hidrolizarse bombea cationes
(H" en el caso de las plantas) creando el potencial de membrana que posibilita la
acumulacién de potasio.

El transporte activo secundario es fundamental para la toma de nutrientes como
el nitrato, el fosfato o el sulfato que se introducen en la célula en contra de su gradiente
eléctrico y de concentracion, mediante el simporte con protones. Asimismo, como ya se
ha explicado, el potencial de membrana es también la fuerza motriz para la toma de
potasio, elemento que la célula acumula en contra de su gradiente de concentracioén. Por
otro lado, estos mismos mecanismos son necesarios para el transporte de compuestos
organicos, como azucares o aminoacidos, desde los tejidos fuente hasta los sumideros,

como raices o flores.
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Por lo tanto, la correcta regulacion de la homeostasis de pH es necesaria para la
formacion de los gradientes de protones que se requieren en cada tipo y compartimento
celular, y que posibilitan el transporte de iones necesario para procesos como la

nutriciéon mineral o el transporte de nutrientes entre los diferentes érganos vegetales.

C) pH como seial o como mensajero celular:

En algunos casos se considera el pH como sefial o como mensajero celular, ya
que sus variaciones pueden transmitir informacion y provocar respuestas a nivel celular.
Al igual que el calcio (conocido mensajero celular), las concentraciones de protones en
el citosol son del orden de 100 nM. Estos bajos niveles son necesarios para que un
cation actiie como mensajero, ya que posibilitan los cambios de concentracion rapidos y
detectables (Felle, 2001). Sin embargo, en comparacion con el calcio, los cambios de
pH son menos localizados (pues la movilidad de este cation en el citosol es mayor), y
mas lentos (ya que la accidon de los transportadores que provocan los cambios de
concentracion de protones es mas lenta que la de los canales responsables de los
cambios de concentracion de calcio). A continuacion se enumeran algunos casos en que
el pH puede actuar como sefial o como mensajero celular (Felle, 2001):

El pH actta como sefal indicando cambios en la intensidad luminica. El paso de
luz a oscuridad acidifica el citosol (Felle y Bertl, 1986), mientras que las células
adaptadas a oscuridad responden a la luz incrementando de forma rapida su pH.

Las células vegetales también presentan variaciones en su pH citosélico en
respuesta a estreses. Por ejemplo, en células de tabaco se produce una acidificacioén del
citosol como parte de la respuesta a elicitores de patogenos (Mathieu et al., 1996). Se ha
demostrado, que esa acumulacion de protones en el citoplasma juega un papel en la
activacion a nivel transcripcional de genes de defensa, por lo que los protones pueden
considerarse como uno de los segundos mensajeros involucrados en la transduccion de
la sefial de las moléculas de elicitores en tabaco (Mathieu, 1994; Lapous et al., 1998).

Por otro lado, variaciones en el pH pueden modificar la conductividad de
algunos canales de potasio, como los canales AKT2 (“Arabidopsis K'T ransporter”) o
TPK4 (“Tandem Pore K channels”), que son sensibles a bajo pH (Latz et al., 2007;
Becker et al., 2004). Asimismo, como se explicard mas adelante, en el caso de las
células de levadura, se ha establecido que la regulacion del principal tranportador de

toma de potasio Trk1p, depende del pH intracelular (Yenush, 2005).
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El pH también se considera como mensajero en el gravitropismo, ya que los
cambios en el pH de las células perceptoras del estimulo gravitacional, y los gradientes
de pH resultantes de estos cambios, son importantes en la cascada de sefializacion que
lleva a la respuesta gravitropica (Scott y Allen, 1999).

Finalmente, se baraja la hipdtesis de que los protones actuen como mensajeros
secundarios de hormonas, como la auxina en el crecimiento celular (Kurkdjian y Guern,
1989) o el acido salicilico. De acuerdo a la hipotesis del crecimiento acido, las auxinas
favorecen la expulsion de protones al apoplasto, lo que incrementa la extensibilidad de
la pared celular (Rayle y Cleland, 1992). Concretamente, se ha demostrado que las
auxinas aumentan la actividad y la cantidad de la H'-ATPasa de membrana plasmatica
(Felle et al.,, 1991; Frias et al., 1996). Asimismo, se ha descrito que la acidificacion del
apoplasto favorece la accion de las expansinas, enzimas que debilitan la pared celular
facilitando la expansion celular (revisado en Cosgrove, 2000). Por otro lado el pH
también parece tener un papel relevante en la respuesta a patégenos mediada por acido
salicilico (Sakano, 2001). De hecho, se ha visto que el acido salicilico provoca la

acidificacion del citosol, lo que parece necesario para sintetizar genes de defensa.

D) Papel del pH en el trafico vesicular:

El mantenimiento de un pH apropiado en cada compartimento del sistema de
endomembranas resulta crucial para el correcto funcionamiento del trafico de vesiculas
tanto en mamiferos como en levadura (revisado en Pardo et al., 2006). De hecho, el pH
del lumen de estos compartimentos puede dirigir el trafico de vesiculas. Si el pH del
endosoma es elevado se promueve el transporte del endosoma a Golgi, mientras que la
acidificacion del endosoma generaria vesiculas mas acidas que serian dirigidas a
vacuola (Van Weert et al., 1997).

En Sacharomyces cerevisiae, se ha identificado el antiportador Nhx1p como
responsable del mantenimiento de un pH apropiado en el lumen de los endosomas, para
controlar el trafico de vesiculas desde el endosoma (Brett et al., 2005). Probablemente,
genes homologos a este transportador en plantas estén involucrados en la misma
funcién, ya que el transcriptoma de un mutante nhx/ de Arabidopsis thaliana, muestra
diferencias significativas con el control en genes relacionados con procesamiento de
proteinas y trafico vesicular (Sottosanto et al., 2004). Por otra parte, la H'-ATPasa

vacuolar (enzima clave para el mantenimiento de un pH apropiado en compartimentos
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del sistema de endomembranas) también parece ser necesaria para un correcto trafico de

vesiculas en A. thaliana (Dettmer et al., 2006).

1.1.2 Regulacion del pH en plantas

Las plantas tienen que hacer frente a numerosos procesos que perturban su pH
intracelular, como el transporte activo secundario, factores ambientales o estreses, e
incluso su propio metabolismo.

El transporte activo secundario, que permite la toma de nutrientes como el
nitrato, el fosfato o el sulfato, tiende a acidificar el citosol, ya que ocurre mediante el
simporte con protones (ver apartado 1.1.1 B). En relacion a los estreses o factores
ambientales, numerosos estimulos externos provocan variaciones en el pH
citoplasmatico, como la anaerobiosis, la transicion de luz a oscuridad, cambios en la
temperatura, o cambios en el pH externo (ver apartado 1.1.1 C), (Revisado en Felle
2001). Finalmente, determinadas rutas metabolicas consumen o generan protones. Por
ejemplo, en la nutricion con nitroégeno, el empleo de nitrato como fuente de nitrégeno
alcaliniza el citosol (ya que consume protones para ser reducido a amonio), mientras
que la utilizaciéon de amonio disminuye el pH citoplasmatico (Revisado en Smith y
Raven, 1979).

A pesar de todos estos factores perturbadores, el pH propio de cada
compartimento celular se mantiene dentro de un rango ajustado a sus funciones, gracias

a la accion de varios mecanismos reguladores.

A) Tampones citoplasmaticos:

El primer sistema por el que la célula vegetal es capaz de regular los cambios en
el pH intracelular es por la presencia de tampones (Smith y Raven, 1979; Felle, 2001).
En el citosol, existen varios tampones utiles en un rango de pH entre 6 y 8, como el
bicarbonato (pKa=6,38), compuestos de fosfato (pKa=6,8-7) y algunos aminoacidos
(como el grupo imidazol de la histidina, pKa=6.5). Este mecanismo de regulacion
resulta util para afrontar cambios repentinos de pH, evitando que éste se aleje
demasiado del optimo. Sin embargo, la capacidad reguladora de los tampones no
siempre resulta suficiente para los cambios de pH que la célula ha de afrontar. Ademas,
este sistema no tiene sentido para una regulacion a largo plazo, ya que la sintesis de los

componentes de los tampones requiere de la generacion o del consumo de protones. Por
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lo tanto existen sistemas mas poderosos de regulacion del pH citosdlico, que incluyen
las reacciones metabolicas que producen o consumen protones, y el transporte de
protones a través de las membranas. Clasicamente se han denominado “biochemical pH

stat” y “biophysical pH stat” respectivamente.

B) “Biochemical pH stat”:

El término “biochemical pH stat” fue introducido por Davies (1986) quien
propuso que para regular el pH citoplasmatico, se coordinaban en la célula una serie de
reacciones de carboxilacion-descarboxilacion cuyas enzimas tenian diferentes pHs
optimos. De los modelos propuestos por Davies, el mas aceptado fue aquel seglin el
cual la regulacion del pH citoplasmatico viene dada por la sintesis y degradacion de
malato, gracias a la accion coordinada de la fosfoenolpiruvato (PEP) carboxilasa y el
enzima malico.

Concretamente, las reacciones que tienen lugar son:

(1) PEP* + CO, + H,0 __ | OAA™ +Pi* @ (PEP carboxilasa)

(2) OAA” + NADH + H' _, malato” + NAD" (Malato deshidrogenasa)

(3) malato™ + NAD(P)" @_» piruvato” + NAD(P)H + H' + CO, (Enzima
malica)

En la primera reaccion, catalizada por la PEP carboxilasa, se produce una
carboxilacion del fosfoenolpiruvato, para producir oxalacetato (OAA). Para que esta
reaccion ocurra, es necesaria la hidratacion del CO, para dar acido carboénico (H,CO3),
un acido débil que se convertird en carboxilato (4cido fuerte). E1 OAA producido se
transformara en malato por accion de la malato deshidrogenasa, empleando el coenzima
NADH como poder reductor (reaccion 2). En la tercera reaccion, tiene lugar una
descarboxilacion oxidativa. Para que se produzca la descarboxilacion, el grupo
carboxilato del malato tiene que protonarse y formar R-COOH, antes de liberar CO,,
por lo que se consume un proton. Los protones que se muestran en azul, son necesarios
para la actuacion de los coenzimas, y no se incluyen en el balance, ya que los coenzimas
seran regenerados oxidando o reduciendo un sustrato (normalmente oxidando un
alcohol a cetona, y viceversa), seglin si el coenzima se encuentra en su estado oxidado o
reducido.

Dado que el pH optimo de la PEP carboxilasa es mayor que el pH neutro,
cuando el pH del citosol aumenta, la enzima es mas activa y produce mas protones,

ayudando asi a diminuir el pH citosdlico. Por otro lado, cuando el pH disminuye, la
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enzima malica, cuyo pH 6optimo es menor que 7, descarboxila el malato, consumiendo

protones y corrigiendo asi la bajada de pH (Figura 1.1).

PEP Enzima .
——P
PEP TSI Oxalacetato ¢, malato —3Tco iruvato
pH alto pH bajo

Figura 1.1: Esquema del clasico “biochemical pH stat” propuesto por Davies,
1986.

Esta hipdtesis ha sido bien aceptada porque explica los cambios en el contenido
de malato en respuesta a condiciones ambientales que provocan variaciones en el pH
(revisado en Smith y Raven, 1979). Por lo tanto, la teoria de Davies, asi como datos
experimentales, otorgan al malato un papel fundamental en la homeostasis de pH.
Considerando que la mayoria del malato presente en la célula se almacena en la
vacuola, los canales y transportadores involucrados en los flujos de malato entre el
citosol y el lumen vacuolar, y viceversa, también estaran implicados en el

mantenimiento de la homeostasis de pH (Martinoia et al., 2007).

C) “Biophysical pH stat”:

La célula vegetal puede controlar el pH de sus distintos compartimentos
regulando la accion de los diversos transportadores de protones localizados en las
membranas celulares. Los principales transportadores involucrados en la homeostasis de

pH son las bombas de protones.

C-1: Bombas de protones:

Estas bombas emplean la energia de la hidrolisis del ATP, (H-ATPasas) o del
pirofosfato (pirofosfatasas, H'-PPasas) para transportar protones en contra de su
gradiente.

C-1.1 H -ATPasas de membrana plasmatica:

Las H'-ATPasas de la membrana plasmatica (PM) son bombas de protones que
emplean la energia de la hidrdlisis de ATP para transportar protones hacia el exterior
celular, en contra de su gradiente electroquimico. Estas H'-ATPasas se encuentran
exclusivamente en la membrana plasmatica de hongos y plantas. Pertenecen a la familia
de ATPasas de tipo P, ya que forman un intermediario enzima-fosfato como paso de

transicion durante su ciclo catalitico y son inhibidas por vanadato (revisado en Duby y
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Boutry, 2009). Dentro de los 46 genes que codifican para bombas de tipo P en 4.
thaliana, la subfamilia de H-ATPasas de PM estd formada por 11 genes que se
denominan AHAI-11, y se expresan diferencialmente en las distintas células y tejidos
(Gaxiola et al., 2007).

Estructura

La H'-ATPasa de PM de plantas estd formada por un unico polipéptido de unos
100 kDa que es funcional (Goormaghtigh et al., 1986), si bien puede formar dimeros y
hexameros (Ottman et al., 2007, Kanczewska et al., 2005). La estructura primaria de la
H'-ATPasa de PM se muestra en la Figura 1.2, donde es posible observar que el enzima
posee 10 segmentos transmembrana (“TransMembrane Segments”) denominados
TMS1-TMSI10, y sus colas N- y C-terminal se incluyen en el citosol.

En la Figura 1.2 se representan los diferentes dominios propios del enzima en
distintos colores. El dominio P se localiza en el gran bucle citosélico y es el domino de
fosforilacion, donde se incluye el residuo de aspartato catalitico conservado dentro de la
secuencia DKTGTLT. El dominio R se corresponde con la parte C-terminal de la
proteina y actia como un dominio autoinhibitorio. De hecho, expresando la H'-ATPasa
AHA2 de A. thaliana en levadura, Palmgreen y colaboradores mostraron que la
deleccion de algunos residuos del extremo C-terminal de la proteina, generaba una H'-

ATPasa mas activa (Palmgreen ef al., 1993; Regenberg et al., 1995).

Gl A o7 e ol S Figura 1.2: Representacion esquematica de la
P iy B0 L # Yy a o .
B, §}§j ;gu o 4};5, }}j.g 353y 3 W B bomba de protones de PM AHA2. A: “dominio
v Kty o 23 20 ey F55 .. L
M 5% 3 & .,'43,:{' R i actuador”, M: dominio en membrana, P: dominio

de fosforilacion, N: dominio de wunién a
nucledtido y R: dominio auto-inhibitorio
(Extraida de Palmgren, 2001).

Principales funciones:
La H-ATPasa de PM es un enzima electrogénico ya que expulsa protones
(cargas positivas) al exterior celular. Por lo tanto, su accion genera un potencial de

membrana (negativo en el citosol), de entre -100 y -200 mV. Por otro lado, la actuacion
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de esta bomba provoca una acumulacién de protones en el apoplasto, y por tanto una
diferencia en la concentracion de los mismos entre el interior y el exterior celular. Es
decir, la bomba de protones de la membrana plasmatica es la responsable de la
existencia de un gradiente electroquimico de carga y pH, que constituye la fuerza motriz
para la entrada de solutos al interior celular mediante sistemas de cotransporte con
protones.

Por este motivo, como se coment6 en el apartado 1.1.1 B, este enzima controla

procesos de transporte muy importantes en la planta como la toma de nutrientes por la

raiz o la carga del floema con azucares. De hecho, en las células acompafiantes que
cargan el floema con sacarosa (mediante un simporte sacarosa/protones), la expresion
de la bomba de protones es muy alta y una disminucion de la expresién de la H'-
ATPasa provoca un claro descenso en el transporte de azticares desde los 6rganos fuente
fotosintéticos a los sumideros (Zhao et al., 2000).

En la raiz, la accion de la bomba de protones, no sélo facilita la toma de
nutrientes sino que también posibilita la salida de cationes tdxicos como el sodio,
mediante el antiportador Na'/H" SOS1 (“Salt Over Sensitive”). Por ello su accion es
importante para la tolerancia del estrés salino y su expresion y actividad se incrementa
en estas condiciones de estrés (Niu ef al., 1993; Binzel, 1995; Janicka-Russak y Klobus,
2007).

Ademas de su implicacion en el transporte de solutos, esta bomba ha sido
implicada en otros procesos fisioldégicos importantes como la apertura de estomas

(Merlot et al., 2007), la elongacion celular o la regulacion del pH citoplasmatico.

Dado que la bomba de protones de la PM es el mecanismo mas eficiente de las
plantas para expulsar protones del interior celular, su papel es fundamental en el control
de la homeostasis de pH. De hecho, como se coment6 anteriormente, el pH 6ptimo de
este enzima estd en torno a 6,5, mucho menor que el pH propio del citosol (pHc=7,5).
Por lo tanto, una bajada del pHc aumentara la actividad de esta bomba, y la consecuente
expulsion del exceso de protones (Michelet y Boutry, 1995).

Sin embargo, la accion de esta bomba por si sola no es capaz de regular una
importante bajada del pH interno, ya que provocaria una hiperpolarizacion de la
membrana que disminuye la actividad de la bomba de protones. Por lo tanto, para que la
H'-ATPasa pueda regular el pHc, es necesario un balance de cargas, que puede
producirse gracias a la entrada de potasio. La toma de este catidon, al contrario que el

bombeo de protones, se activa al aumentar el potencial de membrana por lo que la
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accion conjunta de ambos transportes (expulsion de H' y toma de K) si resulta eficiente
para contrarrestar el estrés acido intracelular: se expulsan protones, pero se evita la
hiperpolarizacion de la membrana y por tanto la inhibicion de la bomba de protones
(Thibaud et al., 1986). Aunque éste es el modo mas comun, un mecanismo alternativo
para mantener la electroneutralidad es mediante la salida de aniones al mismo tiempo
que se expulsan los protones (de Angeli et al., 2007), si bien el flujo de potasio suele ser
mas rapido que el de aniones.

Mecanismos de regulacion

Debido a la importancia de la acciéon de la H'-ATPasa de la PM en numerosos
procesos fisioldgicos, su actividad estd regulada por varios mecanismos diferentes. Sin
embargo, el modo més comiin de regulacion de la H'-ATPasa de la PM, es la regulacion
a nivel post-traduccional.

Como se ha comentado anteriormente, el dominio R de la H-ATPasa de la PM,
es un dominio autoinhibitorio. Se ha comprobado que la fosforilaciéon del pentltimo
residuo (Thr), Thr-947 en el gen AHA2 de A. thaliana (Fuglsang et al., 1999), promueve
la unién de la proteina reguladora 14-3-3, que desplaza el dominio R inhibitorio,
activando el enzima. La alta conservacion de este dominio en la mayoria de las H'-
ATPasas conocidas, muestra la importancia de este mecanismo de regulacion, si bien
todavia se trabaja en dilucidar la identidad de las quinasas y fosfatasas involucradas. Por
lo que respecta a la fosforilacion, tan sélo se ha encontrado una quinasa, asociada a la
PM, capaz de fosforilar el pentiltimo residuo (Thr948) de PMA2, una H'-ATPasa de
Nicotiana tabacum (Svennelid et al, 1999). Por otro lado, se ha sugerido que la
defosforilacion de AHA2 en A. thaliana podria depender de la proteina fosfatasa 2A
(PP2A), ya que su subunidad reguladora interacciona con extremo C-terminal de la H'-
ATPasa en un ensayo de doble hibrido (Fuglsang et al., 2006).

Existen muchos otros residuos en este enzima que son fosforilados, y la mayoria
de ellos se localizan en el segmento C-terminal. Se ha observado que segun la enzima y
el residuo concreto, la fosforilacion puede provocar activacion o inhibicion del enzima.
Por ejemplo, la fosforilacion de AHA2 en Ser931, mediada por PKSS5, inhibe la accion
la H'-ATPasa por evitar su interaccion con la proteina reguladora 14-3-3 (Fuglsang et
al., 2007).

C-1.2 H'-ATPasa de tipo V:

La H'-ATPasa de tipo V se localiza en la vacuola central asi como en los

diferentes compartimentos del sistema de endomembranas (reticulo endoplasmico,
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aparato de Golgi, vesiculas de endocitosis o de secrecion). Este enzima emplea la
energia de la hidrolisis del ATP para bombear protones hacia el interior de estos
compartimentos, haciendo posible el caracter acido que éstos requieren.

Funciones

De modo similar a la H'-ATPasa de la PM, este enzima genera en la vacuola el
gradiente electroquimico capaz de energizar el transporte activo secundario a través del
tonoplasto. Por lo tanto, sus principales funciones serian mantener la homeostasis de
protones, contribuyendo al mantenimiento de un pH apropiado en cada compartimento
celular, y posibilitar la homeostasis de otros iones y metabolitos, cuya entrada en el
lumen vacuolar depende del potencial de membrana (Krebs, et al., 2010).

Ademas de estas funciones, la H'-ATPasa de tipo V también es necesaria para
un correcto funcionamiento del aparato de Golgi durante la embriogénesis (Strompen et
al., 2005) y para el trafico vesicular, como se indic6 en el apartado 1.1.1 D (Dettmer et
al., 2006).

Estructura

Las ATPasas de tipo V estdn formados por multiples subunidades, que se
ensamblan formando dos complejos principales: Vi y V. El complejo citosoélico V,
(400-600KDa), es el complejo catalitico, responsable de la hidrélisis del ATP y esta
formado por 8 subunidades (A-H). El complejo V (150-350 kDa), es hidrofobico, esta
incluido en la membrana, y se encarga del transporte de los protones (subunidades a, c,

¢’,¢”’,dye) (revisado en Beyenbach y Wieczorec, 2006).

ATP ADP+Pi

Figura 1.3: Representacion esquemaitica de la
bomba de protones de tipo V. El complejo V;
periférico se muestra en morado, y el complejo
V, de membrana en color verde. (Extraida de
Gaxiola et al., 2007).
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Genes en A. thaliana

En plantas, muchas de las subunidades de la H'-ATPasa de tipo V, estin
codificadas por familias génicas. Concretamente, en 4. thaliana existen un total de 27
genes VHA que codifican para las 13 subunidades de la H -ATPasa (Sze et al., 2002).
Las diferentes isoformas deben de mostrar localizaciones diferentes a nivel celular o de
tejido.

Regulacion

Por lo que respecta a la regulacion de estos enzimas, podria llevarse a cabo de
forma similar a la de las bombas de protones de PM, de hecho, se ha comprobado que
las proteinas 14-3-3 son capaces de interaccionar con VHA-A de cebada, siendo la
interaccion dependiente de una fosforilacion (Klychnikov et al., 2007).

C-1.3 Pirofosfatasa vacuolar:

La pirofosfatasa vacuolar es una proteina altamente hidrofébica formada por una
unica subunidad de unos 80kDa. Este enzima transporta protones al interior de la
vacuola, u otros compartimentos celulares, empleando el pirofosfato como sustrato (ya
que tiene un enlace fosfoanhidrido ricoenergético). De este modo contribuye, junto con
la H-ATPasa de tipo V, a generar el potencial electroquimico del tonoplasto, y a
regular el pH de los distintos compartimentos celulares.

En plantas existen dos tipos principales de H'-PPasas: las de tipo I, que
dependen de la presencia de K para su actividad y son moderadamente sensibles a
inhibicion por Ca®’, y las de tipo II, que no requieren K para su funcionamiento pero
son extremadamente sensibles a Ca>". En A. thaliana, existen 3 genes que codifican
para H'-PPasas: un tinico gen para el enzima de tipo I (VHPI;1/AVPI), y dos genes
para el enzima de tipo Il (VHP2;1 y VHP2,2). Las H'-PPasas de tipo II de A. thaliana
se localizan en el aparato de Golgi de la mayoria de tejidos, si bien su presencia es
mayor en tejidos jovenes. Sin embargo, los niveles de proteina total de las H'-PPasas de
tipo II representan menos del 0,2% de los de VHP1 (Segami, et al., 2010). El papel
fisiologico de este tipo de H -PPasas todavia esta por determinar.

La H'-PPasa de tipo I (VHP1;1/AVP1) se localiza en el tonoplasto y, ademas de
su implicacion en la homeostasis de pH, se le atribuyen otras funciones de gran
relevancia. Por ejemplo, numerosos trabajos indican que la sobreexpresion de la H'-
PPasa vacuolar incrementa la tolerancia a sequia y salinidad, ya que aumenta la
acumulacion de solutos en vacuola, lo que facilita la toma de agua. Asimismo, estas

plantas también acumulan mas sodio en vacuola, donde no resulta citotoxico (Gaxiola et
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al., 2001, Pasapula et al., 2010, Li et al., 2010). Por otra parte, se ha descrito que
VHPI;1 contribuye a la regulacion del pH apopléstico y al transporte de auxinas
probablemente mediando el trafico de la H'-ATPasa de PM y otras proteinas como

PIN1 a la membrana plasmatica (Li et al., 2005).

C-2 Oftros sistemas de transporte de protones:

A pesar de que las bombas de protones son los principales transportadores
implicados en la homeostasis de pH, existen otros sistemas en la célula vegetal que
transportan protones, y por tanto pueden influir en el pH de los compartimentos
celulares, aunque esta no sea su principal funcion. Estos sistemas participan en el
transporte activo secundario moviendo iones u otros solutos en contra de gradiente, al
mismo tiempo que transportan protones a favor de gradiente. Se distingue entre
simportadores o antiportadores, segin si la sustancia a transportar se mueve en el
mismo sentido que los protones (simporte) o en sentido contrario (antiporte).

C-2.1 Antiportadores catidon/proton:

Estos antiportadores pueden localizarse en la membrana plasmatica o en
membranas intracelulares, como el tonoplasto. En el primer caso, se encargan de
expulsar cationes del citosol al apoplasto, introduciendo protones. Si actian en
compartimentos intracelulares, introducen en ellos los cationes, sacando protones.

Existen numerosas familias de antiportadores cation/proton. Los principales
cationes que se transportan de este modo son el calcio, el sodio y el potasio, aunque
otros cationes como el manganeso, el zinc o el cadmio también se pueden transportar
mediante antiporte con protones. El transporte de calcio lo lleva a cabo la familia de
transportadores CAX (“CAtion eXchangers”) perteneciente a la subfamilia CaCA,
(“Ca’*/CAtion antiporters”). Los transportadores de sodio y potasio pertenecen a la
subfamilia CPA (“Monovalent Cation-Proton Antiporters)” (Figura 1.12), que incluye
los genes NHX (revisado en Pardo et al., 2006). Algunos de estos transportadores se
comentaran con mas detalle en el apartado 1.3.

Varios estudios relacionan alguno de estos transportadores con la homeostasis de
pH. En relacién a los transportadores CAX, se ha visto que el mutante de pérdida de
funcion cax3 muestra una reduccion en la actividad de la H'-ATPasa vacuolar (Cheng
et al., 2005) y una sensibilidad a pH acido (Zhao et al., 2008).

Por otro lado, la importancia del transportador NHX en la regulacion del pH

vacuolar, queda patente analizando el cambio de color de las flores de la especie [pomea
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spp (Yamaguchi et al., 2001; Yoshida et al., 2005). Este transportador, se localiza en el
tonoplasto y es capaz de introducir K" o Na" en la vacuola, sacando protones. Las flores
de la especie I[pomea varian el color de sus pétalos de rojo purpura a azul, al subir el pH
vacuolar desde 6,6 a 7,7, ya que el pH determina la coloracion de las antocianinas
acumuladas en la vacuola. Se ha visto que una planta de la especia [pomea mutada en el
gen NHX, no es capaz de subir el pH de la vacuola, por lo que sus flores son siempre de
color rojo purpura, y no del color azul correspondiente (Fukada-Tanaka et al., 2000).
Por otro lado, el mutante de S. cerevisiae en este gen, muestra una acidificacion del
lumen vacuolar y del citoplasma, sensibilidad al crecimiento a pH 4cido y defectos en el
trafico de vesiculas (Brett et al., 2005).

C-2.2 Antiportadores anion/proton:

Dentro de este grupo se incluyen los antiportadores pertenecientes a la familia
CLC (“ChLoride Channel”). En esta familia, identificada por primera vez en los peces
torpedo, existen tanto canales de cloro como antiportadores CI/H'. En A. thaliana
existe una familia de 7 genes que codifican para este tipo de transportadores,
denominados CLCa-CLCg. Los analisis de las secuencias aminoacidicas de los genes de
esta familia sugieren que 4 de los 7 genes codifican para antiportadores anion/proton, y
solo 3 de ellos codifican para canales de aniones. La proteina CLCa de A. thaliana se
localiza en el tonoplasto y se ha demostrado que actia como un antiportador NO3;/H'.
Otros transportadores de la familia se localizan en membranas intracelulares del aparato
de Golgi (CLCd y CLCY) o los cloroplastos (CLCe) (revisado en de Angeli et al., 2007)

C-2.3 Simportadores anion/proton:

Como se ha comentado en apartados anteriores, en la membrana plasmatica
existen simportadores anion/protébn que median la entrada en la célula de nutrientes
como el nitrato, el fosfato o el sulfato.

En plantas se han identificado dos tipos de transportadores de nitrato: NTR1 y
NTR2, que difieren filogenéticamente, aunque ambos poseen 12 dominios
transmembrana. Ademas, las dos familias introducen protones al mismo tiempo que el
anion nitrato. En A. thaliana, existen 53 genes NTRI, que en general, son
transportadores de baja afinidad, y 7 genes NTR2, que son transportadores de alta
afinidad.

En el caso del fosfato, se conocen 4 familias de transportadores en A .thaliana,
denominadas PHT1-PHT4 (Revisado en Poirier and Bucher, 2002). Dentro de la familia
PHTI1, se encuentran 9 genes (PHTI,;1-PHTI,;9) cuyas proteinas se localizan en la
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membrana plasmatica. De la familia PHT2, so6lo se conoce un gen, que codifica un
simportador fosfato/proton de baja afinidad, localizado en el cloroplasto. Los tres
miembros de la familia PHT3 se localizan en mitocondrias, y la mayoria de los
miembros de la familia PHT4 (PHT4;1-PHT4,;6) se encuentran en cloroplastos, a
excepcion de la proteina PHT4;6 que se ha localizado en el aparato de Golgi.

Al igual que en el caso del nitrato y el fosfato, el mecanismo propuesto para el
transporte de sulfato a través de las membranas es el cotransporte con protones. El
analisis del genoma de A. thaliana ha identificado una familia de 14 genes candidatos a
transportar sulfato, que pueden dividirse en 5 grupos: SULTR1-SULTRS. Solo existe
evidencia funcional de cotransporte sulfato/H" para los grupos 1 y 2. Las proteinas
pertenecientes al grupo 1 son transportadores de alta afinidad (rango micromolar)
involucrados en la toma de sulfato por la raiz (SULTRI;1 y SULTRI;2) y en el
transporte a nivel de planta, desde tejidos fuente a los sumidero (SULTRI;3). Los
transportadores del grupo 2 se expresan preferentemente en tejidos vasculares y median
el transporte de sulfato de baja afinidad (revisado en Buchner ef al., 2004).

C-2.4 Simporte azucares /protones y aminoacidos/protones:

En plantas, los azlicares son sintetizados en las hojas (fuente), por lo que el resto
de la planta (sumideros) depende de un constante aporte de carbohidratos, que se realiza
a través del floema. En la mayoria de las plantas (incluyendo A. thaliana), la principal
forma de transporte de carbono en el floema es la sacarosa, por lo que en los tejidos
fuente existen simportadores proton/sacarosa (SUT o SUC: “Sucrose Transporters’)
que se encargan de la carga del aztcar al floema (revisado en Sauer, 2007).

El nitrégeno es otro nutriente esencial en las células vegetales, que puede
transportarse en forma de aminoacidos tanto por el xilema como por el floema. La
mayoria de transportadores de aminoacidos descritos en plantas actian también como
simportadores proton/aminoacido. En base a la similitud de secuencias, se han definido
dos superfamilias de transportadores de aminoacidos: APC (“Amino acid, Polyamine
and Choline transporter superfamily”) y ATF: (“Amino acid Transporter Family”)
(Fischer et al., 1998).
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1.2 Trabajos previos relacionados con la homeostasis de pH

1.2.1 Trabajos empleando dcidos débiles

Los 4cidos débiles son aquellos que en solucion acuosa se encuentran en
equilibrio entre su forma no disociada o protonada (HA) y su forma disociada (A"). La
constante de dicho equilibrio es la constante de acidez del acido débil (Ka).

HA & A+H" Ka=[A][H')/[HA ]

Despejando la concentracién de protones: [H'] = Ka [HA]/ [A] vy sacando
logaritmos, se obtiene pH = pKa + log ([A']/[HA]), expresion que relaciona la
concentracion de las formas protonada y no protonada del acido con el pH y el pKa del
acido débil.

Por lo tanto, el equilibrio entre la forma protonada y disociada del 4cido,
depende del pH, y del pKa del 4cido débil, de manera que cuando el pH es igual al pKa
del acido, la concentracion de la forma protonada (HA) es igual a la de la forma
disociada (A"). Una bajada de pH desplazaria el equilibrio hacia la forma protonada,

mientras que un aumento en el pH desplazaria el equilibrio hacia la forma disociada.

A) Inhibicion del crecimiento microbiano por acidos débiles:

Los 4acidos débiles organicos (Figura 1.4) como el acido acético (pKa=4,75),
propiénico (pKa=4,88), benzoico (pKa=4,19) y sorbico (pKa=4,75), inhiben el
crecimiento de hongos y de bacterias Por este motivo, estas moléculas se han empleado
tradicionalmente como conservantes alimentarios, principalmente en la industria

panadera (Brul y Coote, 1999).

COOH
COOH  CH; cooOH COOH
" NS CH/s\/\/
Ac. acético Ac. propiénico Ac. benzoico Ac. sérbico

Figura 1.4: Estructura quimica de cuatro de los principales acidos débiles utilizados como
conservantes alimentarios.

La actividad antimicrobiana de estos acidos débiles se debe a diversos factores,
como su efecto en la homeostasis de pH o alterando la estructura de las membranas

celulares. Ademas, la acumulacion en el citosol de los aniones de los acidos débiles a
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altos niveles puede resultar toxica por si misma. Estos efectos primarios inducen efectos
secundarios como alteracion del metabolismo celular, la disminucion del contenido en
adenosin trifosfato (ATP), y la induccion de estrés oxidativo. A continuacion se
describen con mas detalle los principales efectos de los acidos débiles sobre los
microorganismos.

En primer lugar, los 4cidos débiles alteran la homeostasis de pH de las células

microbianas. La forma protonada (HA) de estos acidos es lipofilica (aunque el grado de
lipofilicidad varia de un &cido a otro), por lo que es capaz de difundir a través de las
membranas celulares y llegar al interior celular. Dado que el pH del citosol es
practicamente neutro, el 4acido se disocia pasando a su forma A" y liberando protones,
que no pueden atravesar la membrana plasmatica por difusion (Figura 1.5). Por lo tanto,
el empleo de acidos débiles provoca, por un lado, la acumulacion del anion del acido, y
por otro, la acidificacion del citosol. En relacion a este ultimo aspecto, es importante
considerar, que cuanto menor sea el pH del medio, mas toxico resultara el acido débil,
ya que habrd mas cantidad del acido débil en su forma protonada, que atravesard la

membrana y acidificara el citosol (Beales, 2004).

Apoplasto Citosol Figura 1.5: Esquema general del modo de accién de los acidos
débiles en las células. El acido protonado (XCOOH) atraviesa la
membrana plasmadtica y se disocia al llegar al citosol (donde el
P‘H + | pH es mas alcalino), liberando protones y el anion (XCOO"). Los
protones pueden ser expulsados por la H-ATPasa de membrana,
denominada Pmalp en S. cerevisiae. Modificada a partir de
Mollapour et al., 2008.

XCOOH XCOOH

== ATPJ
H* Pma H*

ES W

Como se comentd en el apartado 1.1.1 A, la acidificacion intracelular puede
inhibir importantes rutas metabélicas, como la glucolisis, ya que la fosfofructoquinasa
de levadura es sensible a la bajada del pH. En el caso concreto del acido benzoico, se ha
observado que el empleo de este acido (10 mM de acido benzoico, pH ext 2,5) puede
provocar una bajada de 1 unidad en el pH citosdlico. Como consecuencia de ello, baja la
actividad de la fosfofructoquinasa (Pfk: “Phosphofructokinase”), y se reduce la
glucolisis. En ltimo término, se observa una reduccion del contenido en ATP de las
levaduras tratadas, lo que va asociado a una reduccion del crecimiento (Krebs et al,

1983).
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Asimismo, el uso de acidos débiles lleva a la acumulacién del anién A™ en el

citosol. Esta acumulacion del aniéon a altos niveles aumenta la osmolaridad del
citoplasma, por lo que se incrementa la entrada de agua, lo que puede provocar un
aumento excesivo en la presion de turgencia de la célula. Por otro lado, la acumulacion
del anién puede provocar la produccion de radicales libres que lleva al estrés oxidativo,
considerado un componente esencial del estrés por acidos débiles en S. cerevisiae (Piper
et al., 2001). Finalmente, los aniones de los acidos débiles pueden afectar a
determinados enzimas metabolicos. En este sentido se ha sugerido que el acetato afecta
a la biosintesis de metionina en Escherichia coli (Roe et al., 2002).

Los acidos débiles mas lipofilicos, como el acido sorbico o el benzoico, pueden

afectar a la membrana plasmadtica, desordenando su estructura y alterando su fluidez

(Stratford y Anslow, 1998). Al afectar a la estructura de las membranas, se alteran de un
modo indirecto los procesos de transporte. Concretamente, se ha visto que los acidos
mas lipofilicos, afectan al proceso de transporte electronico acoplado a la sintesis de
ATP. El mal funcionamiento de la cadena de transporte de electrones mitocondrial,
lleva a la produccion de radicales libres. Por lo tanto, células de levadura tratadas con
acido benzoico o soérbico sufren una produccion excesiva de radicales superdxido
(Piper, 1999). Es decir, un tratamiento con acidos débiles lipofilicos puede provocar por
un lado estrés oxidativo, y por otro una disminucion en el contenido de ATP de las
c€lulas tratadas. La disminucion del contenido en ATP ocurriria por dos motivos: en
primer lugar, como se ha comentado, la bajada de pH intracelular disminuye la
glucolisis, y en segundo lugar, se afecta a la cadena de transporte de electrones. Por
estos motivos, las concentraciones necesarias para inhibir el crecimiento celular son
menores a medida que aumenta la lipofilicidad del 4cido, a pesar de que los pKas de los
acidos sean similares (y por tanto su disociacion) (Stratford y Anslow, 1996).

En el caso concreto del acido acético, se ha descrito que es la causa principal de
“envejecimiento” de las células de levadura, es decir, que reduce el tiempo en que las
células son capaces mantener su viabilidad en fase estacionaria (Burtner et al., 2009).
En relacion a esto, se sabe que el acido acético puede inducir dos tipos de muerte celular
en levadura, en funcion de la concentracion empleada. A bajas concentraciones (20-120
mM en S. cerevisiae, y 320-800 mM en Zygosacharomyces bailii, pH del medio=3)
provoca muerte celular programada, con caracteristicas propias de la apoptosis, y a
concentraciones mayores causa necrosis (Ludovico et al., 2001; Ludovico et al., 2003).

El proceso de muerte celular programada en respuesta a acido acético se minimiza si las
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células han sido previamente adaptadas a estrés acido, y parece estar mediado por la
produccion de ROS (Giannattasio et al., 2005). Sin embargo, mas recientemente, se ha
descrito que el acético puede provocar muerte celular programada de forma dependiente
o independiente de ROS (Guaragnella et al., 2010).

Otro efecto de los acidos débiles en la célula de levadura es la inhibicion de la
toma de aminoacidos aromaticos del medio. Esto hace que mutantes con auxotrofias
para aminoacidos aromaticos, como el triptéfano, sean hipersensibles a acido sorbico o
acético (Bauer et al.,, 2003).

Finalmente, es importante destacar que el tratamiento con acidos débiles induce,
una respuesta a estrés muy importante, mediante la cual la célula trata de recuperar su
homeostasis. Esta respuesta incluye la activacion de la H'-ATPasa de membrana
plasmatica y de vacuola (Holyoak et al, 1996; Carmelo et al., 1997), enzimas que
consumen mucha energia. Esto, unido con la ya mencionada inhibicion de la glucolisis
y la alteracion de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, hace que los acidos
débiles provoquen una bajada de las reservas de energia disponibles para el crecimiento

y para las funciones metabolicas.

B) Respuesta de la levadura frente al estrés acido:

A pesar de todos estos efectos adversos sobre el crecimiento microbiano, en
ocasiones, algunos tipos de hongos (“spoliage yeasts™), entre los que se encuentran
muchos del género Zygosaccharomyces y algunas cepas de S. cerevisiae, son capaces
de crecer en presencia de los niveles maximos de conservantes (4acidos débiles)
permitidos en alimentacion, por lo que suponen una amenaza para los alimentos asi
conservados (Loureiro, 2000; Piper et al, 2001). Para poder disefiar estrategias
apropiadas para evitar que estos organismos dafien los alimentos, es necesario investigar
sobre los mecanismos tolerancia de estos microorganismos a los acidos débiles. En este
sentido, se han realizado numerosos trabajos empleando el organismo modelo S.
cerevisiae, en los que se analiza la respuesta a nivel transcripcional a estos acidos
débiles. Por otro lado, se han realizado varios rastreos tratando de determinar los genes
relevantes para la adaptacion y tolerancia a 4cidos débiles en levadura. Todos estos
trabajos han permitido identificar los procesos y genes que forman parte de la respuesta,
la adaptacion o la resistencia de la levadura al estrés por acidos débiles. A continuacion

se describen algunos de ellos:
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B-1 Respuestas relacionadas con la homeostasis de pH:
Dado que los 4cidos débiles alteran la homeostasis de pH, cualquier proceso que
permita la restauracion de dicha homeostasis, contribuird a la tolerancia a estos acidos.

B-1.1 Accion de la H -ATPasa de la membrana plasmatica: Pmalp

Como se ha comentado en relacion a la célula vegetal, la bomba de protones de
la membrana plasmatica es un importante método de regulacién de la homeostasis de
pH. Por ello, en principio, la acidificacion intracelular causada por los acidos débiles
podria ser contrarrestada por la accion de la H-ATPasa, que actuaria expulsando el
exceso de protones al exterior celular. De hecho, en células de S. cerevisiae tratadas con
4cidos débiles se observa un incremento en la actividad de la H'-ATPasa (Piper et al.,
1997a). Asimismo, una menor expresion del gen PMAI de levadura (que codifica para
la H'-ATPasa de membrana plasmatica) aumenta la sensibilidad de las células a acido
sorbico (Holyoak et al., 1996). Por ltimo, se ha observado que el efecto antimicrobiano
del 4cido sorbico se incrementa en presencia de compuestos que inhiben la accion de la
H'-ATPasa (Kubo y Lee, 1998).

Sin embargo, la expulsion de protones por la H'-ATPasa, consume gran cantidad
de energia en forma de ATP. En condiciones normales de crecimiento, la actividad de
este enzima consume entre el 10 y 15% del total de ATP producido. Sin embargo,
cuando su actividad se incrementa para restaurar la homeostasis de pH, puede llegar a
consumir entre el 40 y el 60% (Holyoak ef al., 1996). En relacion a esto, se ha
identificado una proteina de membrana (Hsp30p), inducida por acidos débiles, que actua
regulando negativamente la actividad de la H'-ATPasa de membrana, inducida en
condiciones de estrés por acidos débiles. Probablemente, la célula trata de conservar asi
la energia que, de otro modo, consumiria la H'-ATPasa tratando de expulsar el exceso
de protones que entran en la célula (Piper et al., 1997a).

B-1.2 Toma y homeostasis de potasio:

Estudios realizados en levadura revelan la estrecha relacion existente entre la
homeostasis de protones y la homeostasis de potasio. Como se explico anteriormente, el
aumento de actividad de la H'-ATPasa de membrana plasmatica estd limitado porque
provoca una hiperpolarizacion de la membrana, que debe ser compensada bien por la
entrada de cationes como el potasio o por la salida de aniones organicos. En el caso de
levadura, se conoce que la actividad de los transportadores Trklp y Trk2p (principales

sistemas de toma de potasio), es necesaria para el control del pH intracelular (Yenush et
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al., 2002), ya que la entrada de potasio compensa la salida de protones mediada por la
H'-ATPasa de membrana Pmalp.

Por otro lado, la busqueda de mutantes sensibles a acidos débiles ha determinado
que mutantes en genes relacionados con la toma de potasio como Trklp, Nhalp o
Arllp, son susceptibles a acido acético (Mira et al., 2010b). Del mismo modo, la
pérdida de funcién en el gen TRK, confiere sensibilidad a 4cido benzoico (Macpherson
et al., 2005). Estos trabajos indican que la toma de potasio tiene un papel fundamental
en la tolerancia a acidos débiles, probablemente por su papel en el control de la
homeostasis de pH.

Por lo tanto, la homeostasis de potasio es esencial para mantener la homeostasis
de pH, pero a su vez el pH es capaz de regular la homeostasis de potasio. De hecho, una
de las sefiales que lleva a la célula de levadura a activar el transporte de potasio es la
disminucién del pH intracelular (Figura 1.6). Concretamente, esa bajada de pH es
percibida por la subunidad reguladora Hal3p, que se une a la proteina fosfatasa Ppzlp,
inhibiéndola. De este modo, la proteina Ppzl no es capaz de defosforilar al
transportador de potasio Trklp, por lo que éste se activa, y se incrementa la toma de
potasio. De modo contrario, si el pH intracelular aumenta, la subunidad reguladora
Hal3p, liberara a la fosfatasa Ppzlp, que defosforilaria a Trk1p, reduciendo, por tanto, la

toma de potasio (Yenush, 2005).

AL lpH [B t pH

H+

p Ppzl
Ppz1 b
ATP --> ADP + Pi T ATP --> ADP + Pi K-
Hal3 K
Hal3

Figura 1.6: Modelo propuesto para la actuacion de las proteinas Hal3p y Ppzlp
regulando el transportador de toma de potaso Trklp en respuesta a cambios en el
pH citosdlico. A) Actuacion en condiciones de bajo pH intracelular. La subunidad
Hal3p percibe la bajada de pH e inhibe a la proteina PPzl1. El transportador Trk1 esta
fosforilado y activo. B) Actuacion en condiciones de pH alcalino. La subunidad
reguladora Hal3p percibe ese pH y libera a la fosfatasa Ppzlp, que defosforila al
transportador Trk1 y disminuye su actividad.

Por lo tanto, la interaccion entre las proteinas Hal3p y Ppzlp act@ia como un
sensor de pH que modula la homeostasis de potasio y de protones, a través de la

regulacion del transportador de potasio Trkl1p.
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B-1.3 Papel de la H'-ATPasa vacuolar:

Otra forma de controlar la acidificacion del citosol causada por los &cidos
débiles, es mediante la accion de la H'-ATPasa vacuolar (V-ATPasa), que podria
introducir el exceso de protones en la vacuola.

En este sentido, se ha visto que la pérdida de funcion de genes que codifican
para subunidades de la H'-ATPasa vacuolar o para proteinas necesarias para su
biogénesis o ensamblaje provoca sensibilidad a 4cidos débiles (Tabla I). Ademas, el
mutante de pérdida de funcion rim 101, que es mas sensible a acido propionico, no es

capaz de acidificar la vacuola en respuesta a este acido débil (Mira et al., 2009).

Tabla I: Mutantes relacionados con la V-ATPasa que son sensibles a acidos débiles

Gen Codifica para/ Sensible a: Referencia
funcion
VAd42 | Subunidad B dominio | Acético, lactico clorhidrico, Kawahata et al 2006.
V1
VAA4 | Subumdad E dominio | Acético, lactico clorhidrico, Kawahata ef af 2006; Mollapour et
V1 sdrbico, propidnico al. 2004; Mira et al 2009,
¥AMAS5 | Subunidad C dominio | Acético, lactico clorhidrico, Kawahata et af 2006; Mollapour ef
V1 sorbico, propidnico al. 2004; Mira ef al 2009.
VMA6 | Suburdad d Acético, lactico clorhidrico Kawahata ef af 2006.
subcormplejo Vo
VAMA7 | Subunidad F dominio | Acético, lactico clorhidrico, Kawahata ef al 2006; Mollapour ef
V1 sorbico al. 2004.
VAMAS | Subunidad D Acético, lactico clorhidrico, Kawahata ef al 2006, Mollapour ef
dormninio V1 sorbico al. 2004.
VAiA9 | Subunidad e Propiénico Mira et ai 2009
subcomplejo Vo
VAIA13 | Subunidad H Acético, lactico clorhidrico, Kawahata ef al 2006, Mollapour et
dominio Vq sorbico al. 2004
VMA21 | EnsamblajeV- Sarbico Mollapour ef al. 2004
ATPasa
VAA22 | Ensamblaje V- Propidnico Mira et al 2009
ATPasa
VPHI | Subunidad del Propiénico Mira et al 2009
dominio Vo
VPH2 | Ensamblaje V- Sorbico, propidnico Mollapour ef al. 2004; Mira ef ai
ATPasa 2009
TFPI Subunidad A Propidnico Mira ef al 2009
dominio V1
TFP3 Subunidad ¢’ Propidnico Mira ef al 2009
subcomplejo Vo

B-2 Respuestas relacionadas con la acumulacion del anion:

Ademas de una eficaz expulsion de protones, la adaptacion de S. cerevisiae a
acidos débiles, requiere de la existencia de un sistema de eliminacion del anion del
acido organico, ya que, como se ha explicado anteriormente, la acumulacion del anidén

en el citosol también puede resultar toxica para la célula. Por lo tanto, los mecanismos
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involucrados en la disminucion de la concentracidon citosélica de los aniones de los
acidos débiles, son de gran relevancia en la tolerancia de la levadura a estos acidos.

B-2.1 Warlp v Pdr12: 4cidos moderadamente lipofilicos:

En relacion a la expulsion de los aniones de los acidos moderadamente
lipofilicos, se ha determinado que el transportador Pdrl12p, perteneciente a la familia de
transportadores ABC (“ATP Binding Cassete), juega un papel fundamental (Figura
1.7).

Este transportador se expresa a niveles muy bajos en células no estresadas, pero
su expresion se induce en condiciones de estrés por acidos débiles (sorbico y benzoico
pero no acético) (Piper et al,, 1998; Hatzixanthis et al., 2003; Schiiller et al., 2004).
Asimismo, un mutante de pérdida de funcidn en este gen es sensible a acidos débiles de
cadena corta moderadamente lipofilicos como el sérbico y el benzoico (Piper et al,
1998), pero no muestra mayor sensibilidad al acido acético (Bauer et al., 2003). In vivo,
Pdr12p es capaz de expulsar 4acido benzoico y sorbico de la célula (Piper et al., 1998;
Hatzixanthis et al., 2003), lo que sugiere que este transportador confiere resistencia a
estos acidos por mediar la salida del anién del citosol de manera activa (en contra de su
gradiente de concentracion). De este modo, Pdr12p contribuye a la tolerancia al acido
por dos motivos: por un lado reduce los niveles intracelulares del acido organico y, al
mismo tiempo, favorece la accién de la H'-ATPasa, ya que transporta una carga
negativa que ayuda a compensar las cargas positivas expulsadas por la bomba de
protones.

El estudio de la regulacion de este transportador indica que puede llevarse a cabo
tanto a nivel transcripcional como a nivel post-traduccional. De hecho, el aumento en la
expresion de PDRI2 en respuesta a estrés acido es dependiente del factor de
transcripcion de la familia Zn,Cysg Warlp (Kren et al., 2003), y PDRI2 es la diana
principal de Warlp en estas condiciones (Schiiller et al, 2004). A nivel post-
traduccional, se ha descrito que la proteina quinasa dependiente de calcio/calmodulina
Cmklp, es un regulador negativo de la actividad de Pdr12. Por ello, un mutante en el
gen cmkl muestra resistencia a acidos débiles, ya que tiene activado constitutivamente

el transportador Pdr12p (Holyoak et al., 2000).
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+ — ATP 4 Figura 1.7: Principales elementos
H 2 H implicados en la salida de los aniones de
— s acidos moderadamente lipofilicos.
Modificada a partir de Mollapour et al.,
XCOOH === XCOOH 2008.
[XCOO ]
XCO0O0:- Pd
War1

B-2.2 HOGI vy FPS1: Acido acético

En el caso del acido acético, es necesario considerar que puede ser metabolizado
por las células de levadura. Sin embargo, en presencia de glucosa (cultivo reprimido por
glucosa), S. cerevisiae no utiliza el acido acético como fuente de carbono. Por ello, éste
se acumula en el citosol, como ocurre con otros acidos débiles no metabolizables (acido
sorbico y benzoico), llegando a ser toxico. Sin embargo, el mecanismo empleado por las
células de levadura para minimizar la acumulacion del anion en el citosol es diferente al
empleado en el caso de los acidos mas lipofilicos.

Se ha descrito que el tratamiento de cultivos de levadura con 100 mM acido
acético (pH 4,5) induce la transcripcion de la MAP-quinasa (MAPK) Hoglp (Mollapour
y Piper, 2006). Asimismo, se ha visto que esta proteina es necesaria para adquirir
resistencia al acido acético (Mollapour y Piper, 2006). Por otro lado, se ha observado
que este acido, en su forma protonada, es suficientemente pequefio para atravesar la
membrana por difusién pasiva a través de la acuagliceroporina Fsplp, localizada en la
membrana plasmadtica. De hecho, éste es el principal modo de entrada de acético a la
célula de levadura, ya que un mutante en el gen FPS/ no acumula acido acético
(Mollapour y Piper, 2007). Por ultimo, se ha demostrado que la MAP-quinasa Hoglp
fosforila al canal Fspl, al ser activada por acético. Esta fosforilacion es la sefial para que
Fpslp sea ubiquitinada y posteriormente se endocite y sea transportada a vacuola para
su degradacion (Mollapour y Piper, 2007), (Figura 1.8).

Por lo tanto, la eliminacion del canal Fsplp de la membrana plasmatica, mediada
por Hoglp, elimina la principal via de entrada de acético a la célula, generando

tolerancia a altos niveles de dicho 4cido, que de otro modo resultarian téxicos.
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Ht = ATP Ht Figura 1.8: Principales elementos

S ABE implicados en disminuir la entrada de
+Pi acido acético a la célula. El acido entra en
su forma protonada a través del canal Fpslp

(1), una vez en el interior se disocia (2) y el
] CH3C00H 2 anion del 4cido activa a la proteina quinasa

Hoglp (3), que fosforila al canal Fpslp. Esta
Hog1 4--3-- [CH.COO™] | fosforilacion es la sefial que desencadena la

endocitosis de Fpsl para su degradacion (4).
4 (Modificada a partir de Mollapour et al

Degradacion 2008).

CH,COOH
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B-3 Respuesta transcripcional a dcidos débiles en levadura:

Se han realizado varios trabajos analizando los cambios que se producen en el
transcriptoma de S. cerevisiae tras un tratamiento con diferentes acidos débiles. Estos
estudios transcriptdmicos han demostrado que la adaptacion y resistencia de S.
cerevisiae a acidos débiles incluye diversos sistemas reguladores que se indican a
continuacion. Algunos de ellos ya han sido comentados en apartados anteriores.

1-Los factores de transcripcion Msn2p/Msndp involucrados en la respuesta
general a estrés, regulan también la expresion de muchos genes inducidos en respuesta a
estrés por acidos débiles (Schiiller ez al., 2004).

2-El factor de transcripcion Warlp, cuya induccidon es mas especifica en
respuesta a acidos débiles moderadamente lipofilicos y que es necesario para la
activacion de PDR12 (Piper et al., 2001; Schiiller et al., 2004)

3- El factor de transcripcion Haalp involucrado en la respuesta a estrés por
acidos débiles poco lipofilicos (Fernandes et al., 2005).

4- La ruta RIM101, ya que la expresion de RIMI0I se requiere para la
acidificacion de la vacuola, y la estructura de la pared celular, procesos que afectan
positivamente a la tolerancia a acido propidnico (Mira et al., 2009).

3- Ruta independiente de Msn2p/Msndp y de Warlp, que incluye el gen HSP30.

A continuacion se describen con mas detalle los procesos controlados por el
factor de transcripcion Haaplp, al que no se ha hecho referencia hasta ahora.

El factor de transcripcion Haalp estd involucrado principalmente en la respuesta
a los acidos débiles menos lipofilicos: acético, propionico y lactico (Fernandes et al.,
2005; Abbott et al, 2008; Mira et al., 2010a). En el caso del acido acético, se ha
descrito que este factor de transcripcion regula de manera directa o indirecta,

aproximadamente el 85% de los genes de respuesta a este acido (Mira et al., 2010a).
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En respuesta a estrés con acidos débiles Haapl controla la répida induccion de
diversos genes, que incluyen quinasas, transportadores de resistencia a multiples drogas
“multidrug resistance transporters”, proteinas involucradas en el metabolismo de los
lipidos, en el procesamiento de acidos nucleicos, y proteinas de funcion desconocida
(Fernandes et al., 2005; Mira et al., 2010a). Sin embargo, de todos estos genes, solo se
ha demostrado la implicacion de unos pocos en la tolerancia a 4cidos débiles. Entre
ellos se encuentran, los genes 7PO2 y TPO3, SPI1, SAP30y HRK].

TPO2 y TPO3 codifican para dos “multidrug transporters”, transportadores de la
familia “major facilitator superfamily” requeridos para la resistencia de S. cerevisiae a
la poliamina espermidina, ya que median su expulsion de la célula (Albertsen et al.,
2003). Mutantes de levadura en el gen 7PO3 muestran una mayor sensibilidad acético,
lo que correlaciona con una mayor acumulacion del acido en las células tratadas
(Fernandes et al., 2005).

SPII  codifica para wuna proteina de pared celular anclada a
glicosilfosfatidilinositol que, en respuesta a dacidos, parece llevar a cabo una
remodelacion de la pared celular, disminuyendo su porosidad y reduciendo de este
modo el acceso del 4acido a la membrana plasmatica. Asi se minimiza tanto el dafio a
esta membrana como la acidificacion intracelular. La expresion de SPI/ confiere
resistencia especialmente a dcidos mas lipofilicos como el acido benzoico (Simoes et
al., 2006).

SAP30 codifica para una subunidad de un complejo histona deacetilasa. La
expresion de este gen confiere proteccion frente al acido acético (Mira ef al., 2010b).
Dado que la acetilacion/desacetilacion de histonas modula la accesibilidad para los
factores de transcripcion de sus promotores diana, es uno de los mecanismos
involucrados en la regulacion de la transcripcion. Mira y colaboradores proponen que
Sap30p modula la respuesta transcripcional a acido acético afectando la actividad de
factores de transcripcion involucrados en dicha respuesta, como Msn2p o Msn4p.

Hrklp es una proteina perteneciente a la familia de proteina quinasas que
regulan transportadores de membrana plasmatica. La expresion de HRKI confiere
tolerancia a acido acético, y la pérdida de funcién de este gen provoca la acumulacion
de 4cido acético en las células de levadura estresadas. Esto sugiere que la tolerancia que
otorga la expresion de este gen se debe, al menos parcialmente, a su participacion en la

expulsion del acetato intracelular, probablemente activando, por fosforilacion, a un
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transportador de acetato localizado en la membrana plasmatica, que de momento no ha

sido identificado (Mira ef al., 2010a).

B-4 Otras respuestas relevantes:

Los estudios del transcriptoma de levadura en respuesta a acidos débiles, asi
como el rastreo de mutantes sensibles a estos acidos han permitido conocer procesos
celulares que resultan importantes en la respuesta a acidos débiles.

En este sentido, se ha visto que genes involucrados en la biosintesis de
ergosterol (deteminante de la fluidez de la membrana plasmatica) se inducen en
respuesta a estrés por acido sorbico (Schiiller et al., 2004) y se requieren para tolerar a
acido acético (Mira et al., 2010b), y propionico (Mira et al., 2009).

Asimismo, mutantes en genes necesarios para la generacion de energia y ATP
son sensibles a acido soérbico (Schiiller et al., 2004) y propionico (Mira et al., 2010b).
Esto es logico considerando que uno de los efectos de los tratamientos con acidos
débiles es la reduccion del contenido energético de la célula.

Igualmente, se ha visto que mutantes en genes implicados en la biosintesis de
aminoacidos aromaticos son sensibles a acido sorbico (Schiiller et al., 2004),
probablemente porque la toma de aminodcidos en condiciones de estrés acido se ve
afectada (Bauer et al., 2003).

Finalmente, las células de levadura pueden responder al estrés modificando la
organizacion de la pared celular, probablemente reduciendo su porosidad. De este modo
se limita el tamafo y el tipo de moléculas que entran en contacto con la membrana
plasmatica. Los rastreos de la coleccion de mutantes de levadura en presencia de
diversos acidos débiles, indican que en estas condiciones, la arquitectura de la pared
celular juega también un importante papel. De hecho, mutantes en genes relacionados
con la sintesis de B-1,3 glucano, B-1,6 glucano y quitina (polisacaridos de la pared
celular), asi como en genes involucrados en el ensamblaje y remodelacion de la pared
muestran mayor sensibilidad a acido acético (Mira et al., 2010b). Asimismo, mutantes
con deficiencias en las manosiltransferasas, que catalizan la manosilacion de proteinas
para ser incorporadas a la pared celular, son més sensibles tanto a 4cido sorbico
(Mollapour et al., 2004), como a acido acético (Mira et al., 2010b). Del mismo modo, la
expresion de KNHI (codifica para una proteina involucrada en la sintesis de B-1,6
glucano) y CWPI (codifica para una manoproteina de la pared celular), cuya funcién

estd relacionada con el ensamblaje y la estructura de la pared celular, es necesaria para
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la tolerancia a &cido propionico (Mira et al., 2009). Ambos genes son dianas del factor
de transcripcion Rim101p, por lo que la ruta de Rim101p no sélo tiene un papel en el
ensamblaje de la pared celular (Castrejon ef al, 2006), sino que su expresion es
necesaria para la remodelacion de la pared celular en condiciones de estrés por acido

propidnico (Mira et al., 2009).

C- Acidos débiles en plantas:

Hasta el momento, no existe mucha informacion disponible relacionada con el
estudio de la toxicidad de los 4cidos débiles o con los mecanismos implicados en la
tolerancia a estos acidos en células vegetales.

Sin embargo, si se ha comprobado que el tratamiento con acidos débiles (acético
y citrico) de células vegetales provoca una bajada en el pH intracelular, y una
hiperpolarizacion de la membrana plasmatica (Brummer et al., 1984), probablemente
como consecuencia de la activacion de la bomba de protones H'-ATPasa. Por ello, se
asume que, al igual que en el caso de las células de levadura, en las plantas los acidos
también atraviesan la membrana plasmatica en su forma protonada y se disocian en el
citosol, provocando la bajada del pH citosolico.

Por este motivo, algunos trabajos han utilizado previamente tratamientos con
acidos débiles como herramienta para estudiar los mecanismos de regulacion de la
homeostasis de pH en células vegetales. Concretamente, Mathieu y colaboradores
establecieron en 1986 que en células de Acer pseudoplatanus los principales métodos de
control de la homeostasis de pH tras el tratamiento con acido son los comentados al
inicio: el consumo de protones (“biochemical pH stat”) y la expulsion de éstos al
exterior celular (“biophysical pH stat”) (Mathieu, et al., 1986).

Por otro lado, en un trabajo reciente se ha tratado de demostrar, de forma directa,
la implicaciéon de la bomba de protones de membrana plasmatica (H -ATPasa) en la
regulacion del pH citosolico en células vegetales. Para ello, se estudié la activacion a
nivel posttraduccional de este enzima en respuesta a diferentes acidos débiles.
Concretamente, se observo la fosforilacion de la pentltima treonina en la bomba de
protones PMA2 de células BY2 de tabaco (N. tabacum). Los resultados del trabajo
indican que la adicion de 4cido propidnico y citrico provoca un incremento fuerte y
estable de la fosforilacion de la penultima treonina de la proteina PMA2 de tabaco

(Bobik et al., 2010).
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Todos estos estudios indican, en primer lugar, que los acidos débiles tienen
efectos similares en la célula vegetal a los observados en microorganismos (al menos a
nivel de alteracion de la homeostasis de pH). Asismismo, apoyan la hipdtesis
ampliamente aceptada de que la bomba de protones de la membrana plasmatica tiene un

papel crucial en la homeostasis de pH de la célula vegetal.

1.2.2 Otros trabajos relacionados con la homeostasis de pH

El pH es un factor variable en los suelos, que condiciona el crecimiento vegetal.
Concretamente, los suelos 4cidos ocasionan importantes pérdidas en los cultivos.
Ademas de causar problemas de fitotoxicidad por exceso de iones como el aluminio, o
de deficiencia de algunos nutrientes, los protones de la rizosfera inhiben el crecimiento
radicular. Por este motivo, se han realizado varios trabajos dirigidos comprender la
respuesta de la planta a la acidificacion del medio externo.

Aunque bajada de pH del medio exterior no siempre va acompaiada de una
acidificacion del citosol, los resultados de algunos de estos trabajos apuntan a genes
implicados en la regulacién del pH intracelular, como la bomba de protones. Por
ejemplo, se ha visto que la expresion en plantas de A. thaliana de transgenes con una
disrupcion en el extremo C-terminal de la proteina AHA3, permite un mejor
crecimiento de las plantulas en medio con pH acido (Young et al., 1998). De modo
similar a lo indicado para A. thaliana, se ha comprobado la mutacion de determinados
residuos de la proteina PMA2 de Nicotiana plumbaginifolia, genera proteinas activas
constitutivamente, y la expresion en levadura de estas versiones mutadas, permite su
crecimiento en bajo pH (Morsomme et al., 1996).

Por otro lado, se ha empleado un abordaje de genética directa para encontrar
mutantes de A4. thaliana hipersensibles a la acidificacion de la rizodermis. De este
modo, se ha aislado el mutante recesivo stopl (“sensitive to proton rhizotoxicity”), cuya
mutacion inactiva un factor de transcripcion de la familia “zinc finger”. Ademas de ser
hipersensible a bajo pH externo, stop! es mas sensible a A1, (pero no a otros cationes
toxicos como cadmio, cobre, manganeso o sodio). Esta sensibilidad a aluminio se
explica porque en el mutante stopl, la liberacion de malato al medio externo, que
favorece la tolerancia en presencia de Al™, es minima, ya que no se induce la expresion
del gen ALMTI, responsable de su expulsion. Esto sefala al factor de transcripcion

STOP1 como regulador de la expresion de ALMT], si bien esta proteina debe regular

37



Introduccién

otros genes implicados en la sensibilidad a protones, ya que el mutante a/mtl no
muestra sensibilidad a bajo pH. De modo que STOP1, es un factor de transcripcién con
un papel en la respuesta al exceso de Al™, asi como a la bajada de pH externo, estreses
que suelen coexistir en la naturaleza (Tuchi et al., 2007).

Finalmente, se ha llevado a cabo una aproximacion transcriptomica para estudiar
los cambios en la expresion génica producidos en respuesta a un bajo pH externo (Lager
et al., 2010). En este trabajo se ha observado, en primer lugar, que los genes que alteran
su expresion en condiciones de bajo pH son similares a los afectados por auxinas o
elicitores de patdogenos, y muestran menos parecido con genes alterados en respuesta a
estrés abiodtico. Asimismo, muchos de los genes alterados, estan involucrados en la
modificacién de la pared celular, y en la sefializacion por calcio. De hecho, en los
promotores de los genes con expresion alterada han encontrado una sobrerepresentacion
de motivos asociados con calcio y calmodulina. Eso apunta a que existe una evidente
relacion entre la percepcion del pH y el calcio intracelular.

Por lo tanto, aunque algunos de los mecanismos implicados en la homeostasis
pH intracelular (especialmente la bomba de protones) ayudan a tolerar pH externo bajo,
el empleo de un medio externo acido no parece el mejor abordaje para estudiar la
regulacion de la homeostasis de pH citosélico. De hecho, los resultados de los estudios
transcriptomicos en plantas, muestran que los efectos de la bajada de pH externo son
diferentes a los provocados por la acidificacion intracelular (estudios en levadura). Sin
embargo, seria necesario realizar ensayos de transcriptoémica empleando acidos débiles
en un sistema vegetal, para poder comparar de forma directa si los efectos de la
acidificacion externa, se asemejan o no a los obtenidos mediante tratamientos con

acidos débiles (acidificacion interna).
1.3 Homeostasis de otros cationes monovalentes

Al igual que en el caso de los protones, las células vegetales deben mantener una
homeostasis para otros iones. Por ello, en condiciones normales en la célula existe un
flujo continuo de entrada y salida de iones, regulado de manera que la concentracion
para cada ion, resultante del flujo neto, se ajusta a los requerimientos celulares. En estas
condiciones el pH en el citosol se mantiene en torno a la neutralidad, las
concentraciones de Na" y CI” varian entre 1 y 10 mM, las de K" entre 100 y 200 mM y
las de Ca*" entre 100 y 200 nM (Niu ez al., 1995). Por lo tanto, de forma general, las

, . . . + . .
células vegetales tienden a acumular principalmente K en el citosol, mientras que otros
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iones como el Na”, CI', Ca*" y el H™ son expulsados al apoplasto o compartimentados en
la vacuola.

Las proteinas encargadas del transporte de iones a través de la membrana
plasmatica o del tonoplasto y su regulacion, juegan un papel fundamental en el
mantenimiento de esta homeostasis i6nica. Estas proteinas integrales de membrana
pueden funcionar como canales o como transportadores (Figura 1.9). Los canales
(“channels) forman poros hidrofilicos a través de la membrana lipidica, que cuando
estan abiertos permiten el paso de solutos especificos (iones inorganicos de tamafio y
carga apropiados) a través de ellos, de forma répida. Los transportadores (“carriers”)
unen previamente el soluto especifico que va a ser transportado y sufren una serie de
cambios conformacionales que posibilitan la transferencia de dicho soluto a través de la

membrana (Alberts et al., 2000).

A) TRANSPORTADOR B) CANAL

Bicapa
lipidica /

Sitio de union al soluto
Poro

Figura 1.9: Canales y transportadores. Modificada a partir de Alberts et al., 2000.

Dado que este trabajo se centra en la homeostasis de protones, y considerando la
estrecha relacion existente entre la homeostasis de protones y la de otros cationes,
resulta necesario considerar algunos aspectos de la homeostasis de otros dos cationes

monovalentes como el Na” y el K.

1.3.1 Homeostasis de potasio en A. thaliana

Aunque las concentraciones de potasio en la solucion del suelo oscilan entre 0,2
y 10 mM, el potasio es el cation mas abundante en el citosol, por lo que constituye entre
el 2 y el 10% del peso seco de la planta. En el interior celular, el potasio cumple
funciones basicas como la neutralizacion de la carga eléctrica negativa (aniones
organicos e inorgdnicos), el mantenimiento de la turgencia, necesaria para el
crecimiento celular, y el control de la polarizaciéon de la membrana (Lebaudy et al.,
2007). En relacion a este ultimo aspecto, ya se comento en apartados anteriores, que el

potencial de membrana existente en las células vegetales se mantiene en un rango
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determinado principalmente por la accién opuesta de la H'-ATPasa y de los
mecanismos de toma del i6n potasio.

A continuacion se describen los principales mecanismos de toma de potasio en
la célula vegetal:

Epstein y colaboradores propusieron la existencia de dos mecanismos de toma
de potasio que trabajan en la membrana plasmatica de forma simultanea (Epstein et al.,
1963) y que son responsables del patron bifasico de toma de potasio por las raices de
cebada. En ese modelo se distinguen el sistema de alta afinidad o mecanismo I, que
actuaria en un rango de concentraciones de K" extracelular del orden micromolar, y el
sistema de baja afinidad o mecanismo II, que funcionaria cuando las concentraciones de
potasio son del orden milimolar. El sistema de alta afinidad se ha asociado
tradicionalmente con la toma de potasio a través de transportadores y de forma activa,
mientras que el sistema de baja afinidad se ha asociado con los canales de potasio. Sin
embargo, varios trabajos posteriores indican que un unico transportador puede ser
responsable de la incorporacion bifasica del potasio (Dalton, 1984; Fu y Luan 1998).
Por ejemplo, se ha comprobado en A. thaliana, 1a implicacion de un canal de potasio
(AKT1) en el transporte de alta afinidad en raices (Hirsch et al., 1998). Por otro lado, la
sobreexpresion del transportador de potasio KUP1 (“K~ Uptake Permease 1) en
células de 4. thaliana indic6 que KUPI estd implicado principalmente en el transporte
de potasio de alta afinidad, aunque también se detecto cierto transporte de potasio en el
rango de la baja afinidad (Kim ef al, 1998). Por lo tanto, afirmar que los
transportadores de potasio median la toma de alta afinidad mientras que los canales
transportan potasio en el rango de baja afinidad, es una simplificacion, que no se ajusta
a lo observado experimentalmente. Lo que ocurre realmente, es que los transportadores
de alta afinidad pueden funcionar, saturados, a altas concentraciones de potasio, y los
transportadores de baja afinidad pueden funcionar a bajas concentraciones de potasio, y
contribuir significativamente al transporte, siempre que el cociente Vmax/Km tenga un
valor elevado.

A nivel molecular, al menos 35 genes de A. thaliana codifican para sistemas de
transporte de potasio. Estos genes pueden agruparse en 3 familias de canales altamente
selectivos, 3 familias de canales poco selectivos y tres familias de transportadores. A

continuacion se describe brevemente cada una de ellas.
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A) Canales de potasio:

Los canales de potasio median el transporte de este cation a favor de su
gradiente electroquimico. Estos canales pueden clasificarse en canales muy selectivos

para potasio y canales poco selectivos (revisado en Very y Sentenac, 2002).

A-1 Los canales altamente selectivos son proteinas multiméricas formadas por
subunidades denominadas subunidades o que se caracterizan por presentar uno o varios
poros (P). En la proteina funcional, se asocian 4 dominios P para formar la via de paso
del cation a través del canal. En los dominios P, estos canales incluyen un motivo
conservado GYGD/E, que actiia como “filtro de seleccion” haciendo que los canales
sean capaces de discriminar claramente el K frente al Na'. Se conocen 3 familias de
canales de potasio altamente selectivos: “Shaker”, TPK y “KIR” (K" Inward Rectifyier
channels) (revisado en Lebaudy et al., 2007).

A-1.1 Canales tipo “Shaker”:

Los canales pertenecientes a esta familia muestran similitud con los canales de
potasio de animales controlados por voltaje. Miembros de esta familia fueron los
primeros canales de potasio identificados a nivel molecular en plantas. Hasta el
momento, todos los canales estudiados de A4. thaliana pertenecientes a esta familia se
localizan en el plasmalema.

Estructura

Los canales tipo “Shaker” estan formados por 4 subunidades a que se organizan
alrededor de un poro central. Cada subunidad posee una zona hidrofébica formada por 6
segmentos transmembrana TMS. El cuarto segmento transmembrana posee residuos
cargados positivamente que actian como un sensor del voltaje (Figura 1.10). Entre el 5°
y el 6° TMS, existe un lazo altamente conservado denominado “dominio P” (Poro)
donde se encuentra el motivo GYGD que determina la selectividad del poro conductor
de iones. La zona C-terminal de los canales “Shaker” posee dominios reguladores, como
un sitio putativo de unioén a nucleétidos ciclicos (CNBD) y una regiéon Kya (rica en
residuos hidrofobicos y acidos), que debe estar involucrada en la formacion de los
tetrameros y/o en la agrupacion de los canales en la membrana. En 6 de los 9 canales
“Shaker” de A. thaliana entre estos dos dominios se encuentra el dominio ankirina

(Anky), posible sitio de interaccidon con proteinas reguladoras.
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Clasificacion

Los canales tipo “Shaker” se regulan por voltaje, de modo que es posible
agruparlos en tres subfamilias de acuerdo al rango de voltaje en el que son activos y a
sus propiedades de rectificacion. Estas familias son: canales rectificadores de entrada
“Inward Rectifying K channels” (IRKs), canales de entrada débilmente rectificadores
“Weakly Inward Rectifier K" channels” (WIRKS) y canales rectificadores de salida
“Qutward Rectifying K" channels” (ORKs).

En el genoma de 4. thaliana existen 9 genes que codifican para subunidades o
de canales tipo “Shaker”. Basandose en la similitud de secuencia, la estructura de los
genes y en los andlisis funcionales, estos genes pueden dividirse en 5 grupos (Pilot et
al., 2003). En el grupo I y II se agrupan las subunidades que forman canales
rectificadores de entrada (IRKs). En el grupo III las subunidades que forman canales
débilmente rectificadores (WIRKs). En el grupo IV se localizan las subunidades
reguladoras de los canales de entrada, y en el grupo V las subunidades que forman
canales rectificadores de salida (ORKs).

Como se ha comentado anteriormente, las subunidades se ensamblan formando
tetrameros, que generalmente son homotetrameros. Sin embargo, se ha demostrado que
los canales tipo “Shaker” pueden existir como heterotetrdmeros formados por la union
de subunidades a codificadas por diferentes genes. Esto ocurre, generalmente entre
canales de la misma subfamilia y aporta versatilidad a estos canales (Reintanz et al,
2002; Xicluna et al., 2007; Duby et al., 2008).

Canales rectificadores de entrada (IRKs) Grupo [y grupo II:

Estos canales, involucrados en la entrada de potasio, se activan por
hiperpolarizacion de la membrana, y se cierran cuando ésta se despolariza. En esta
subfamilia, que posee 5 miembros, se incluyen los primeros transportadores de potasio
tipo “Shaker” identificados en A. thaliana: AKT1 (Sentenac et al, 1992) y KATI1
(Anderson et al., 1992).

KATI y KAT? se expresan en las células oclusivas de los estomas y participan en
la toma de potasio necesaria para el aumento de la turgencia que lleva a la apertura de
los estomas. KAT1 es capaz de interaccionar con KAT2, formando canales
heteromultiméricos (Pilot et al., 2001).

AKTI se expresa en el cortex y la epidermis radicular, participa en la toma de

potasio del suelo. Como se comentd anteriormente, este canal es capaz de mediar el
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transporte de potasio de alta afinidad, ya que toma potasio de soluciones con
concentraciones del orden de 10 uM (Hirsch et al., 1998).

SPIK (también conocido como AKT6) estd involucrado en la toma de potasio
por el polen, siendo necesario para el desarrollo apropiado del tubo polinico y para la
capacidad competitiva del polen (Mouline ef al., 2002).

Canales débilmente rectificadores (WIRKSs) Grupo I1I:

Esta familia de canales también se activa por hiperpolarizacién de la membrana,
pero nunca presentan una capacidad de transporte nula dentro del rango de potencial de
membrana fisioldgico, por lo que potencialmente podrian mediar tanto la entrada como
la salida de potasio (Very y Sentenac, 2003).

Dentro de esta familia se ha incluido un nico gen AK72 que codifica para el
canal AKT2, y para una version truncada denominada AKT3. Este gen se expresa
principalmente en el floema, tanto de organos fuente como de organos sumidero
(Lacombe et al., 2000). Al ser expresados en Xenopus Laevis, AKT2 y AKT3 actian
como WIRKSs (Marten et al., 1999; Lacombe et al., 2000). Sin embargo, expresado de
manera transitoria en células del mesoéfilo de tabaco, AKT2 actua como un IRK (Latz et
al., 2007). Por lo tanto, existe cierta controversia con respecto a la clasificacion de este
canal.

Canales rectificadores de salida (ORKs) Grupo V:

Los canales pertenecientes a esta familia, se abren por despolarizacion de la
membrana plasmatica, por lo que actiian expulsando potasio al exterior celular. Se han
descrito dos canales pertenecientes a esta familia: SKOR “Stelar K™ Qutward Rectifier”
(Gaymard et al., 1998) y GORK “Guard cell Qutward Rectifying K channel” (Ache et
al., 2000). SKOR se expresa en el cilindro vascular de la raiz y esta involucrado en la
carga de potasio al xilema para su transporte desde a las raices a la parte aérea. De
hecho, se ha descrito que el mutante skor tiene menos K en el xilema (Gaymard et al.,
1998). GORK se expresa principalmente en las células oclusivas, donde contribuye a
salida de potasio que lleva a la pérdida de agua necesaria para el cierre de los estomas.
Un mutante con insercion de T-DNA en el gen GORK presenta, por lo tanto,
alteraciones en el cierre estomatico (Hosy et al., 2003).

Subunidades a reguladoras: Grupo IV:

Un ultimo miembro de esta familia “Shaker” es KCI (también denominado
KAT3). Este gen tiene un patron de expresion similar a AKT1. Se ha propuesto que este

gen pertenece a un cuarto grupo de subunidades o “silenciosas”, ya que se ha
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demostrado que no forma canales funcionales al expresarlo de forma aislada en
Xenopus. Debido a su participacion formando canales heterotetraméricos con otras
subunidades a, podria considerarse que KC/ codifica para una subunidad a con funcion

reguladora (Reintanz et al., 2002; Duby et al., 2008).

Shaker TPK Kir-like
P [ [ [

ext

mb

cyt

CNBD EFf

N-ter Anky N-ter N-ter
[ LT

EF

Figura 1.10: Estructura de las subunidades o de los canales selectivos de potasio. Canales tipo
“Shaker”, TPK (“Tandem Pore K' channels”) y KIR-like (“K" Inward Rectifyier channels”).
Abreviaturas: Ext: Exterior celular, mb: membrana; cyt: zona citosdlica; CNBD: sitio putativo de
union a nucledtidos ciclicos; Anky: dominio ankirina; Ky,: dominio rico en residuos hidrofobicos y
acidicos; P: dominio poro; EF: dominios tipo “EF hand” (Figura modificada a partir de Lebaudy e?
al., 2007).

A-1.2 TPK (“Tandem Pore K channels”)! (KCO-2P)

Esta familia fue inicialmente denominada KCO-2P (“K" channel (_fa2+-activated,
Qutward rectifying”) por considerarse canales de salida de potasio con 2 poros
(Czempinski et al., 1997). Sin embargo, se ha observado que los canales de esta familia
no siempre actian como rectificadores de salida y, en principio, son independientes de
voltaje, por lo que actualmente se denominan familia TPK (Becker et al., 2004), tal y

como se muestra en la Tabla I

Tabla II. Nomenclatura de los canales TPK de A. thaliana

Nueva nomenclatura Locus Nomenclatura anterior
TPK1 AT5G55630 KCOlI
TPK?2 AT5G46370 KCO2
TPK3 AT4G18160 KCO6
TPK4 AT1G02510 KCO4
TPK5 AT4G01840 KCO5
KCO3 (Familia KIR) | AT5G46360 KCO3

Como se observa en la Figura 1.10, las subunidades a de estos canales poseen un
nucleo hidrofébico formado por 4 segmentos transmembrana (TMS), y dos dominios P
(poro) en tandem. Esta familia de canales no posee ningun dominio con funciéon de
sensor de voltaje. En A. thaliana, 1a familia estd formada por 5 genes (Tabla II). TPK1,
TPK2 y TPK3, poseen uno o dos dominios putativos de union a calcio (tipo “EF hand”)
en la region C-terminal citos6lica. TPK4 carece de estos dominios, y TPKS posee una

secuencia con una débil homologia con los dominios consenso “EF hand”. Todos los

44



Introduccién

miembros de esta familia, excepto TPK4, se localizan, a nivel subcelular, en el
tonoplasto (Voelker et al., 2006).

TPK1, se expresa en varios tejidos y tipos celulares de A4. thaliana (raiz, tejido
vascular, células del mesofilo, células oclusivas y granos de polen) se localiza en el
tonoplasto, y forma canales homoméricos (Czempinski et al., 2002). Estos canales son
independientes de voltaje, y muestran una alta selectividad por potasio (Bihler et al.,
2005). En cuanto a su regulacion, se ha comprobado que dependen de la presencia de
calcio para funcionar, y que un pH ligeramente acido (pH=6,7) maximiza la
probabilidad de apertura del canal (Gobert et al., 2007).

TPK4 se expresa predominantemente en polen, y se localiza en la membrana
plasmatica. El canal TPK4 tampoco muestra dependencia del voltaje, es selectivo para
potasio y se ha sugerido que participa en el control de la homeostasis de potasio y del
potencial de membrana del tubo polinico en crecimiento. En relacion a su regulacion
por pH, TPK4 no es sensible a cambios en pH extracelular pero su funcionamiento se
inhibe por acidificacion intracelular (Becker et al., 2004).

A-1.3 KIR: (K" Inward Rectifyier channels)

En A. thaliana esta familia estd representada por un unico gen KCO3. Las
subunidades o de estos canales poseen dos dominios transmembrana y un inico poro
(Méser et al., 2001). En KCO3, se ha predicho la existencia de sitios de union a
proteinas 14-3-3 y de dos dominios tipo “EF hand” en el dominio N-terminal y en el C-
terminal respectivamente (Figura 1.10). Como la mayoria de los miembros de la familia

de TPKs, este canal se localiza en el tonoplasto (Voelker et al., 2006).

A-2 Canales de potasio poco selectivos (NSCC: “Non Selective Cation
Channels”):

Estos canales son permeables a diferentes cationes y se agrupan en tres familias,
cuyas estructuras basicas se representan en la Figura 1.11.

A-2.1 La familia TPC “Two Pore Channel”’, con un unico miembro en A.

thaliana (TPC1), que es un transportador homoélogo a los canales de calcio dependientes
de voltaje (revisado en Pottosin y Schonknecht, 2007). Estructuralmente posee un total
de 12 TMS y 2 poros (Peiter et al., 2005). Este canal se localiza en el tonoplasto y es
permeable a K, Na*, NH,", Ca*" y Mg*".

A-2.2 La familia GLR (“Glutamate Receptors™), contiene 3 TMS en su zona

hidrofébica. Asimismo existen 2 regiones extracelulares que actian como sitio de unién
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del ligando. En A. thaliana existe una familia de 20 genes que codifican para GLRs y
todos ellos se expresan en raiz (Chiu et al., 2002). Estos canales son permeables a
cationes monovalentes mayoritariamente, aunque algunos de ellos pueden también
transportar calcio.A nivel funcional, se ha involucrado a estos genes en la transduccion
de senal de luz (Lam ef al., 1998) y en la homeostasis de calcio tanto en condiciones
normales como durante la adaptacion a estrés idnico (Kim et al., 2001).

A-2.3 La familia de los CNGC (“Cyclic-Nucleotide-Gated Channels™), esta

formada por canales débilmente regulados por voltaje, y permeables a cationes mono- y
divalentes. Esta familia estd estructuralmente relacionada con la familia de canales tipo
“Shaker”, ya que cada subunidad posee 6 TMS y un dominio P (aunque este dominio
carece del motivo que determina la alta selectividad por potasio presente en los canales
tipo “Shaker”) (Finn et al., 1996). En la region C-terminal citoplasmatica, se encuentra
un dominio de unidén a nucledtidos ciclicos y un dominio de unién a calmodulina,
localizado justo tras el dominio anterior o incluso de manera solapante con dicho
dominio (Kohler et al, 1999). En A. thaliana existen 20 genes en esta familia, que
parecen codificar a canales permeables a Na*, K™y Ca®", involucrados en la adaptacién
y respuesta a estreses bidticos y abioticos (Clough et al., 2000; Sunkar et al., 2000;
Yoshioka et al., 2006).

CNGCs GLRs TPC

GinH1 GInH2

P f‘] ﬁ'P
’l J U]d’] CNBD /Q‘ P ﬂ iU\P/] i\”]q\/,l Mo
%COMBD LI/'(A\I\J I " /S OV P In

| \

Figura 1.11: Estructura de las subunidades de los canales no selectivos. GNGCs= “Cyclic-
Nucleotide-Gated Channels”, GLRs="GLutamate Receptors” TPC="Two Pore Channel”.
CNBD= “Cyclic Nucleotide Binding Domain”; CaMBD= ‘“Calmodulin Binding Domain”,
GInH1 y GInH2=sitios putativos de union al ligando. P= dominio poro. Ext= exterior celular.

Mb=Membrana. In= interior celular. (Modificada a partir de Very y Sentenac, 2002).

B) Transportadores de potasio:

Los transportadores de potasio median el transporte activo de este cation y,
tradicionalmente, se han relacionado con el transporte de alta afinidad. En A4. thaliana,
se han identificado transportadores de potasio pertenecientes a diferentes familias:

familia KUP/HAK/KT (donde KUP proviene de “K' Uptake Permeases”; HAK de
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“High-Affinity K transporters”; y KT de “K' Transporters”), superfamilia CPA y
familia HKT (“High affinity K" Transporters”) de plantas (Miser et al., 2001).

B-1 Familia KUP/HAK/KT:

Esta familia se ha identificado en plantas por homologia con las KUP de
bacterias, y los HAK de hongos. Los miembros identificados en plantas se han
nombrado, segun el autor, como KUP (Fu et al., 1998), HAK (Gierth et al., 2005) o KT
(Quintero y Blatt 1997). La base de datos ARAMEMNON predice que estos canales

poseen entre 10 y 13 dominios transmembrana (Schwacke et al., 2003).

Tabla III: Nomenclatura de los genes de A. thaliana pertenecientes a la familia
KUP/HAK/KT. Modificada a partir de Ahn et al., 2004.

Cene Code Cene Cosele

AIKT/KUPZ A15209400
ALKT/KUPT Al2g30070

AIKT/KUP8 At5g14880
AIKT/KUP2 Al2g40540

AIKT/KU P9 At4219960
ALKTI/KUP3 At3g02050

AIKT/KUPTO At1g31120
AIKT3/KUP4 Al4g23640

AIKT/KUPTT Al2235060
ALKT/KUPS At4g33530

AtKT/KUPT2 At1g60160
AIKT/KUPS At1g70300

ATHAK S At4213420

En A. thaliana, existe una familia de 13 miembros (Tabla III) que codifica para
transportadores tipo KUP/HAK/KT, de los cuales s6lo 3 se han caracterizado en planta:
KUP2, KUP4y HAKS.

El analisis de mutantes en los genes KUP2 y KUP4 sugiere la participacion de
transportadores de esta familia en la expansion celular. Un mutante en el transportador
KUP4, denominado trhl (“tiny root hair 17), presenta una elongaciéon de los pelos
radiculares muy reducida (Rigas et al., 2001). Otros estudios han indicado que este
transportador resulta esencial para el correcto transporte de auxinas en la raiz (Vicente-
Agullo et al., 2004). Sin embargo, todavia se desconoce el mecanismo por el cual el
transportador de potasio KUP (TRH1) interactia con el transporte de auxinas en la raiz.

Por otro lado, una mutacion en KUP2 provoca fenotipos de acortamiento del
hipocotilo (“short hypocotyl”: shy3) y de la inflorescencia y un menor tamano de las
hojas, debidos a una expansion celular reducida (Elumalai et al., 2002).

El transportador HAKS se expresa en la epidermis y los tejidos vasculares de la
raiz, y su expresion aumenta en respuesta a ayuno de potasio. Los mutantes de insercion

de T-DNA en el gen HAKS5, no muestran un fenotipo aparente, sin embargo si presentan
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un claro defecto en la toma de potasio de alta afinidad. (Gierth et al, 2005). Este
transportador, junto con el canal AKTI, son los dos mecanismos principales que
contribuyen a la toma de potasio de alta afinidad por la raiz (Gierth et al., 2005; Hirsch
et al., 1998; Pyo et al., 2010).

B-2 Superfamilia CPA: (Transportadores proton-cation monovalente)

Los antiportadores catidn-proton trabajan de forma electroneutra, acoplando el
transporte de cationes monovalentes con el de protones, por lo que no afectan al
potencial de membrana. Como se coment6 en apartados anteriores, su accion influye
tanto en la homeostasis de los cationes monovalentes que tienen como sustrato, como en
la regulacion del pH.

La Figura 1.12 muestra las dos familias de CPAs (CPAIl, y CPA2), con sus

correspondientes subfamilias.

Monovalent cation/proton antiporters (CPAs)

| |

CPA1 CPA2
TC 2.A.36 TC 2.A.37
NhaP-l NHE/NHX NHA || AtKEA1
(bacteria) AtKEA4 AtKEA2
AtKEAS AtKEA3
‘ AtKEAGB
NhaP-lI PM Intracellular Gix
(bacteria) (animals) AtCHX1-2
AtCHX28
| | AtCHX3-12
Plasma Vacuolar Endosomal AtCHX13-14
membrane AtNHX1 AtNHX5 AtCHX26-27
AtSOS1 AtNHX2 AtNHX6
AtNHX8 AtNHX3 LeNHX2 AICHAIEAG
AtCHX17
AtNHX4
AtCHX18-21
itk gl AtCHX23
[tINHX2
OsNHX1 AtCHX24-25

Figura 1.12: Familias de CPAs y sus subfamilias. Las proteinas para las que se
tiene evidencia sobre su sustrato preferente se muestran coloreadas. Amarillo= sodio.
Verde= igual afinidad a sodio que a potasio. Azul= potasio. Rosa= litio. Las
subfamilias mostradas en gris no estan presentes en plantas. PM= membrana
plasmatica. At= Arabidopsis thaliana. 1t= Ipomoea tricolor; Os= Oryza sativa
(Modificada a partir de Gierth y Miser 2007).

Dentro de la familia CPA1l de A. thaliana, encontramos transportadores
localizados en membrana plasmatica (NHX7/SOS1 y NHX8) o en compartimentos
intracelulares. Los primeros transportan sodio (SOS1) y litio (NHXS) (An et al., 2007).
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Los localizados en endosomas transportan potasio preferentemente, mientras que los
localizados en tonoplasto pueden transportar sodio y potasio con igual afinidad.

En relacion a los transportadores pertenecientes a la familia CPA1 localizados en
el tonoplasto, los genes que presentan un mayor nivel de expresion son NHX1 y NHX2,
que se expresan tanto en raiz como en parte aérea. NHX4 tiene unos bajos niveles de
expresion, pero parece tener un importante papel en la respuesta a estrés salino (Li et
al., 2009). NHX1 es el transportador mejor caracterizado de este grupo. Inicialmente se
considerd como un antiportador Na'/H" (Gaxiola et al., 1999), por lo que se comentara
en mayor detalle en el siguiente apartado. NHX3 se localiza principalemente en la
membrana vacuolar aunque también en menor medida en reticulo endopldsmico y
compartimento prevacuolar. El analisis funcional de este gen indica que NHX3 codifica
para un antiportador K'/H™ necesario para la tolerancia a bajo potasio durante la
germinacion y el establecimiento de la plantula (Liu et al, 2010). Segun Pardo y
colaboradores (2006), probablemente este tipo de transportadores, localizados en
vacuola, utilizan el gradiente de protones para cargar sodio o potasio, en la vacuola,
como almacén (en el caso del potasio), como mecanismo de detoxificacion (en el caso
del sodio), y para generar turgencia (en ambos casos).

Con respecto a las proteinas de la familia CPAl localizadas en membranas
internas del sistema de endomembranas, se cree que juegan un importante papel en la
regulacion del pH de estos compartimentos internos. Por lo que respecta a sus niveles de
expresion, NHX5 tiene unos niveles de expresion mas altos que NHX6 (Yokoi et al,
2002). NHX3, expresado en levadura parece transportar preferentemente potasio frente a
sodio (Yokoi et al., 2002), lo que resulta l6gico ya que una acumulacion excesiva de
sodio en estos compartimentos intracelulares podria resultar dafiino para las plantas.

Por lo que respecta a la familia CPA2, en A. thaliana es posible diferenciar dos
subfamilias: los transportadores de tipo KEA y la subfamilia CHX.

Los transportadores tipo KEA (“K" Exchange Antiporters”) son homologos a los
antiportadores K'/H" bacterianos, por lo que son buenos candidatos para transportar
potasio. En A. thaliana se han identificado 6 posibles miembros pertenecientes a esta
familia: KEAI-KEA6 (Maser et al, 2001). Sin embargo, de momento se carece de
informacion experimental que confirme su funcion.

La subfamilia CHX (“Cation H' exchangers™) esta formada por 28 miembros en
A. thaliana. De estos genes, 18 se expresan especificamente durante el desarrollo del

gametofito masculino, lo que sugiere que las proteinas CHX estan implicadas en la
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regulacion de la homeostasis de pH durante la germinacion y desarrollo del tubo
polinico (Sze et al., 2004). Esta familia de transportadores acttia como antiportadores
K" (y/o Na")/H"). A continuacion, se comenta brevemente el analisis funcional realizado
para tres genes pertenecientes a esta familia que transportan potasio: CHX17, CHX20 y
CHX23.

CHX17 se expresa principalmente en raiz, en condiciones de estrés (salinidad,
acido abscisico, bajo potasio, o bajo pH externo). La expresion de este gen en levadura
complementa la sensibilidad a pH alcalino del mutante ka4 (con pérdida de funcion de
un antiportador K'/H") de S. cerevisiae (Maresova y Sychrova 2006). Asimismo las
raices de mutantes de 4. thaliana en este gen acumulan menos potasio que el control en
condiciones de estrés salino o de bajo potasio (Cellier ef al., 2004). Estos datos sugieren
la implicacion de CHX17 en la homeostasis de pH y de potasio, al menos en
determinadas condiciones (revisado en Pardo et al., 2006; Gierth y Miser, 2007).

CHX20 se expresa preferentemente en células oclusivas, concretamente en
endomembranas. Mutantes en este gen muestran una menor apertura estomatica
inducida por luz. Se ha sugerido que CHX20 actia como un antiportador K'/H",
(introduciendo potasio en vesiculas del sistema endomembrana y liberando protones al
citosol), que tiene un importante papel en la apertura estomatica y, posiblemente, en la
modulacion del pH citosolico de las células oclusivas (Padmanaban et al., 2007).

CHX23 se expresa en las membranas del cloroplasto. Un mutante en este gen
muestra cloroplastos anormales, y un pH citoplasmatico mas alto que el control. El
crecimiento del mutante mejora con concentraciones altas de potasio, pero se ve muy
reducido en presencia de NaCl (Song et al, 2004). Estos resultados sugieren que
CHX23 puede actuar como antiportador K'/H" o Na'/H", y que esta implicado en la
homeostasis de potasio y en la regulacion del pH en el estroma.

B-3 Familia HKT:

La familia de transportadores HKT comprende un grupo de proteinas con cierta
diversidad, por lo que los analisis filogenéticos muestran que es posible agruparlas en
dos subfamilias: subfamilial y subfamilia2. En la subfamilia 1 se encuentran los genes
HKT de dicotiledoneas (y algunos HKT de arroz), mientras que la subfamilia 2 contiene
genes HKT de gramineas (Platten et al., 2000).

Los transportadores de plantas de tipo HKT son estructuralmente similares a los
canales de potasio. Poseen 4 repeticiones de una unidad estructural formada por dos

dominios transmembrana entre los que existe un dominio poro. Por ello se piensa que
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los mondémeros de estos transportadores (con 8 TMS y 4 dominios P) se asemejan a los
tetrdmeros formados por los canales de potasio. Al igual que estos canales, los
transportadores de tipo HKT poseen un filtro que determina la selectividad del
transportador. Concretamente se ha comprobado que existe un residuo en el primer
dominio P (“P-loop A”’) que determina permeabilidad a potasio, en el caso de ser una
glicina (subfamilia 2), o permeabilidad a sodio, si es una serina (subfamilia 1) (Miser et
al., 2002a). Por lo tanto, los miembros de la familia HKT pueden actuar como
transportadores de sodio y potasio (Garciadeblas ef al, 2003) o unicamente como
transportadores de sodio (Laurie ef al., 2002; Davenport et al., 2007).

En A. thaliana  existe un TUnico representante para esta familia de
transportadores, pertenece a la subfamilia 1, por lo que posee una serina en el dominio
P, indicando que es un transportador de sodio (Platten et al., 2006). Por ello se tratara de

este transportador en el apartado siguiente.

1.3.2 Homeostasis de sodio en A. thaliana

Al contrario que en el caso del potasio, el sodio no es un elemento esencial, y a
altas concentraciones resulta toxico para muchas especies vegetales. En primer lugar, el
estrés salino provoca un estrés osmotico en la célula vegetal, dificultando la toma de

agua por las plantas (efecto osmoético). Por otro lado, este estrés causa muchas veces

deficiencia de potasio (desordenes nutricionales) ya que, debido a la similitud

fisicoquimica entre sodio y potasio, la toma de K’ por transportadores de tipo
KUP/HAK/KT o por canales, como AKT1, se ve inhibida por Na' (Santa-Maria et al.,
1997; Qi y Spalding, 2004). Asimismo, la acumulacion de sodio en el citosol es

perjudicial para muchos procesos fisiologicos (toxicidad idnica). Por un lado, un exceso

de sodio en el citosol puede causar que éste reemplace al potasio o al magnesio en sus
sitios de unidén a enzimas, alterando el metabolismo celular. Por ejemplo, el sodio
reemplaza al magnesio del sitio activo de las fosfoadenosin fosfatasas Hal2p de
levadura (Murguia et al., 1996) y AHL de A. thaliana (Gil-Mascarell et al., 1999),
necesarias para la sintesis de metionina y cisteina. Asimismo, inhibe a las
inositolmonofosfatasas de levadura, necesarias para la sintesis de inositol (Lopez et al.,
1999). Por otro lado, las interacciones existentes entre el Ca>" y componentes celulares
como las pectinas de la pared celular o los fosfolipidos de membrana, se ven afectadas a

altas concentraciones de sodio, lo que finalmente altera la integridad de la pared celular
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y las membranas celulares (Maathuis, 2006). Finalmente, existen evidencias de que el

estrés salino puede generar estrés oxidativo en plantas (Shalata y Neumann 2001). Por
lo tanto, considerando la toxicidad del sodio, es logico que las plantas posean sistemas
de transporte de este cation, que permitan minimizar su efecto perjudicial. En este
sentido se han descrito transportadores encargados de expulsar el sodio a nivel de raiz,
de compartimentarlo en vacuola, y de su transporte a nivel de planta desde la raiz a la
parte aérea.

Sin embargo, en condiciones de baja disponibilidad de potasio, el sodio puede
promover el crecimiento ya que se acumula en la vacuola, como haria el potasio, y
posibilita el mantenimiento de la turgencia celular (Rodriguez-Navarro, 2000). Por lo
tanto, cabe esperar que las plantas puedan tomar sodio del suelo, ya que en ocasiones
puede resultar beneficiosa su incorporacidon y posterior compartimentacion en vacuola,
como ocurre en el caso de baja disponibilidad de potasio

A continuacioén se describen los principales mecanismos de transporte de sodio

conocidos en 4. thaliana.

A) Toma de sodio por la raiz:

Dado que la concentracion de sodio en el citosol en condiciones normales no es
alta (1-10 mM), y que en la membrana plasmatica existe un potencial de membrana de
aproximadamente -120 mV, un aumento en la concentraciéon de sodio extracelular
establece un gradiente de sodio que favorece el transporte pasivo de este cation del
exterior al interior celular. Por lo tanto, la entrada de sodio a las células es pasiva, y
probablemente tiene lugar principalmente a través de canales no selectivos de iones
(NSCC), que incluyen los CNGCs y GLRs introducidos en el apartado anterior.

En relacion a los CNGCs, estudios electrofisioldgicos sugieren que CNGC1 y
CNGC4 son igualmente permeables a K™ y a Na', al ser expresados en oocitos de
Xenopus (Leng et al., 2002; Balague et al., 2003). CNGC3 ha sido caracterizado en
mayor profundidad y se ha visto que se expresa principalmente en la membrana
plasmatica de células del cortex y de la epidermis radicular, y puede mediar la toma

tanto de K como de Na" (Gobert et al., 2006).

B) Salida de sodio en la raiz:

Como se ha comentado anteriormente, en presencia de altas concentraciones de

sodio extracelular la toma de este cation resulta pasiva, por lo que su salida debe ser un
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proceso activo. Por ello, la expulsion del sodio en plantas se lleva a cabo a través de
antiportadores Na'/H" (transporte activo secundario).

En A. thaliana, el antiportador mas conocido implicado en este proceso es SOS1
(NHX7) (Shi et al, 2000), que pertenece a la familia CPA1 de antiportadores
cation/proton (Figura 1.12). Este transportador se expresa en la membrana plasmatica de
las células epidérmicas de la punta de la raiz, donde contribuye a la salida de sodio al
apoplasto. La actividad de SOS1 estéa regulada por SOS2 y SOS3. SOS3 es una proteina
de union a calcio que recluta a SOS2 a la membrana plasmatica. Una vez alli, SOS2,

una serina/treonina proteina quinasa, fosforila a SOS1, activandola (Qiu et al., 2002).

C) Compartimentacion en vacuola:

Como se ha comentado anteriormente, la compartimentacion de sodio en la
vacuola es un eficiente mecanismo para disminuir el efecto toxico de su acumulaciéon en
el citosol. Para ello, las plantas emplean antiportadores Na'/H'™ que se localizan en el
tonoplasto y median la entrada de sodio en vacuola gracias al gradiente de protones
generado por las bombas de protones H -ATPasa vacuolar y pirofosfatasa.

En A. thaliana existen 4 antiportadores Na'(K")/H" localizados en la membrana
vacuolar: NHX1-4 (Figura 1.12). El mas estudiado de estos antiportadores es NHX1,
cuya expresion en el mutante nix/ de levadura complementa su fenotipo de sensibilidad
a sodio. (Gaxiola et al, 1999). Asimismo, la sobreexpresion de este transportador
mejora la tolerancia a salinidad en A4. thaliana (Apse et al., 1999), y otras muchas
especies como tomate (Zhang y Blumwald, 2001) o trigo (Xue et al., 2004). Del mismo
modo, la sobreexpresion del gen homologo identificado en arroz: OsNHXI también
confiere mayor tolerancia a sal (Fukuda er al, 2004). Estos trabajos muestran el
importante papel de este transportador secuestrando el sodio en vacuola en condiciones
de alta salinidad.

Sin embargo, se ha demostrado que, en liposomas reconstituidos, NHX1 es
capaz de transportar sodio y potasio con una afinidad similar (Venema et al., 2002). En
relacion a su selectividad por estos cationes, se ha descrito que la deleccion del dominio
C-terminal de este transportador (localizado en el lumen vacuolar), dobla la selectividad
Na'/K" (Yamaguchi et al., 2003). Asimismo, se ha visto que una proteina similar a
calmodulina (“Calmodulin-Like protein 18”) CML18 (también denominada CaM15) se
une a este dominio de forma dependiente de calcio y de pH, y modifica su selectividad a

cationes (Yamaguchi et al., 2005).
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D) Transporte a larga distancia:

Una vez absorbido el sodio por la planta, puede ser expulsado, acumularse en
vacuola y/o ser transportado a la parte aérea por el xilema gracias a la corriente de
transpiracion. Hasta el momento en A. thaliana se ha sugerido la implicacion de dos
transportadores en el proceso de carga y descarga de sodio al xilema: NHX7 (SOS1) y
HKTI.

El antiportador de membrana plasmatica Na'/H" NHX7 (SOS1), ademas de
expresarse en la parte final de la raiz, también se expresa de forma especifica en células
que rodean el xilema. Shi y colaboradores (2002) observaron que en condiciones de
estrés salino suave (25 mM NaCl) el mutante sos/ acumulaba menos sodio en la parte
aérea que el control. Por ello postularon que en estas condiciones, SOS1 media la carga
al xilema, de modo que el sodio sube y se acumula en las vacuolas de las células del
mesofilo de las hojas. Actualmente se admite que, ademas de mediar la expulsion de
sodio a nivel de la epidermis radicular, SOS1 actia cargando sodio al xilema (Apse y
Blumwald, 2007; Munns y Tester, 2008).

Por otro lado, el tnico miembro de la familia de transportadores HKT de A.
thaliana, HKT1;1, parece estar involucrado en la salida de sodio del xilema, antes de
que ¢éste alcance la parte aérea. De hecho, este transportador se localiza en la membrana
plasmatica de las células del parénquima del xilema (Hattori et al., 2005). Al ser
expresado en levadura y en oocitos de Xenopus, HKT1;1 actia como un uniportador
selectivo de sodio (Uozumi et al, 2000) y el mutante de pérdida de funcion hktl; 1
acumula mayor cantidad de este cation toxico en la parte aérea y menos en la raiz, en
comparacion con el control silvestre (Méser et al., 2002b). Estos datos, junto con los
experimentos realizados por Davenport (2007) empleando isétopos radiactivos para
estudiar el transporte de sodio y potasio, corroboran la funcion de este transportador en

la descarga de sodio del xilema.
1.4 Trafico de vesiculas en plantas

1.4.1 Sistema de endomembranas y trdfico de vesiculas

Las células eucariotas poseen un sistema de endomembranas formado por
aquellos organelos membranosos que intercambian lipidos y proteinas (cargo), mediante

el trafico de vesiculas (Figura 1.13). A pesar del constante intercambio de vesiculas,
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cada compartimento mantiene una composicion unica de proteinas en su membrana y en

su lumen que le otorgan su identidad y posibilitan su funcién (Bassham et al., 2008).

Figura 1.13: Principales componentes

Vacuola o = .
del sistema de endomembranas de A.
thaliana. En la figura, las proteinas
o propias del reticulo endoplasmatico (ER)
Golgi . LEIMVB son rojas, las del aparato de Golgi
(S0 ® naranjas, las de la vacuola amarillas, las de
({f o e O los endosomas tempranos (EE) violeta, y
0%0 ° las de los peroxisomas (Pex) azules. Las
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de Bassham et al., 2008).

Los principales organelos que forman parte del sistema de endomembranas en
células vegetales son (Jirgens, 2004): el reticulo endoplasmatico, que supone el punto
de entrada al sistema de endomembranas de las proteinas recién sintetizadas, el aparato
de Golgi, que es la principal estacion de clasificacion y envio de las proteinas (cargo) a
los diferentes destinos, los endosomas tempranos “early endosomes” involucrados tanto
en la clasificacion como en el reciclaje de proteinas, el endosoma tardio “late
endosome”, también llamado compartimento prevacuolar (PVC) o “MultiVesicular
Body” (MVB), que antecede a la vacuola, y la vacuola, que tiene una forma, tamafo,
contenido y funcion diferente segln el tejido y la especie estudiada. Concretamente hay
dos tipos principales de vacuola, la vacuola litica y la de almacén de proteinas.

Los diferentes compartimentos del sistema de endomembranas estan
interconectados bien de forma directa o bien mediante el trafico de vesiculas que existe
entre ellos. Este trafico vesicular puede ocurrir siguiendo diferentes rutas. Dos de ellas
se encuentran activas de forma constante (“por defecto”): la ruta secretora y la

endocitica (Figura 1.14).
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Figura 1.14: Trafico vesicular en A. thaliana. Se muestra la ruta secretora
(flecha continua negra), y la endocitica (fecha continua azul). Las proteinas de
vacuola se dirigen a través del PVC desde el aparato de Golgi hasta la vacuola
(flecha discontinua marron). Las rutas retrogradas (flechas discontinuas
verdes) reciclan determinadas proteinas cargo a partir de cualquier
compartimento. EE: Endosoma temprano. LE/MVB/PVC: Endosoma tardio/
“MultiVesicular ~ Body”/Compartimento  prevacuolar. ER:  Reticulo

endoplasmatico. (Modificada a partir de Bassham et al., 2008).

La ruta secretora (direcciéon anterograda) es la principal ruta biosintética.
Empieza con las proteinas recién sintetizadas que, una vez que se han plegado
correctamente, se dirigen a la membrana del reticulo endoplasmatico (ER), desde ahi se
transportan hacia el Golgi, y finalmente a la membrana plasmatica (PM) o la matriz
extracelular (ECM).

La ruta endocitica representa la ruta de degradacién de proteinas. El flujo

empieza con la endocitosis de proteinas de membrana plasmatica o de la matriz
extracelular. Tras la endocitosis, las proteinas (cargo) viajan en vesiculas a través de los
endosomas (tempranos y tardios) hasta la vacuola, donde son degradadas.

Por otra parte, las proteinas vacuolares se dirigen a partir del aparato de Golgi,
generalmente a través del endosoma tardio o compartimento prevacuolar, hacia la
vacuola (ruta a vacuola).

Ademas de estas rutas, existen otras denominadas “retrogradas”, que se activan

en respuesta a determinadas sefiales, y que redirigen proteinas especificas de cada una
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de las vias activas “por defecto”. De este modo, actian como mecanismo de reciclaje
para llevar de vuelta materiales de los Gltimos pasos de cada ruta.

Finalmente, existen rutas que transportan proteinas del reticulo endopldsmatico
(ER) a otros compartimentos como los peroxisomas o los plastos (Titorenko & Mullen
2006; Nanjo et al., 2006).

Para que sea posible este trafico de vesiculas entre diferentes organelos, es
necesario que ocurran 3 procesos estrictamente regulados, en los que intervienen un
gran numero de proteinas: formacién de la vesicula en el compartimento donador,
transporte, con ayuda del citoesqueleto, a través del citosol hasta el compartimento
diana o receptor, y fusion de la vesicula con la membrana del orgénulo receptor.

En el proceso de formacion de la vesicula, participa un complejo y ordenado
sistema de proteinas que se acumulan en el lugar de formacion de la vesicula y se
encargan de la seleccion del cargo y de la deformacion de la membrana hasta que se
libera la vesicula. Algunas de ellas (proteinas de cubierta) realizan su funcién
ensamblandose, y formando una cubierta que rodea la vesicula en formacion.

Por otro lado, en el compartimento diana intervienen factores de acoplamiento,
asi como proteinas de la familia SNARE (“N-Ethylmaleimide-SeNsitive factor
Attachement protein Receptor”), para posibilitar el reconocimiento del organulo
receptor, y la fusion de la vesicula a la membrana del organulo diana (revisado en
Bassham et al., 2008). Parece que las proteinas SNARE apropiadas para cada organelo
receptor son transportadas en las mismas vesiculas que llevan el cargo, es decir, se
seleccionan e incluyen en la vesicula durante el proceso de formacion de las mismas. A

continuacion se explica con mas detalle el proceso de formacion de vesiculas.

1.4.2 Proceso de formacion de vesiculas

Como se ha comentado anteriormente, para que se formen las vesiculas, es
necesaria la actuacion coordinada de diversas proteinas que se encargan de la
sefalizacion del lugar en el que se formard la vesicula, la seleccion y concentracion del
cargo a incluir en la vesicula, y la deformacion de la membrana y liberacion de la
vesicula del compartimento donador. A continuacidn se describe brevemente el proceso
de formacion de las vesiculas (Figura 1.15), sefalando el papel de las principales

proteinas que intervienen en ¢l (revisado en Bassham et al., 2008).
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En primer lugar, el cargo debe concentrarse en un lugar concreto de la
membrana del organelo donante. Los detalles de este paso todavia no estan claros,
aunque probablemente intervengan las colas citoplasmaticas de proteinas integrales de
membrana, que podrian ser el propio cargo, receptores de cargo, o cualquier otra
proteina con la funcion de senalar el lugar de formacion de la vesicula.

Al mismo tiempo, un GEF (“Guanine nucleotide-Exchange Factor”), se localiza
en el sitio de formacion de la vesicula y activa a una pequefia proteina con actividad
guanosina trifosfatasa (“Guanosine TriPhosphatase”. GTPasa) denominada GTPasa de
cubierta. Esta proteina regula el ensamblaje y desensamblaje de la cubierta de las
vesiculas gracias al ciclo que se establece entre su forma inactiva y soluble, unida a
guanosin difosfato (“Guanosine DiPhosphate”: GDP) y su forma activa, unida a GTP
(“Guanosine Tri-Phosphate”). La GTPasa de cubierta unida a GTP, se ancla a
membrana y es capaz de reclutar del citoplasma diversas proteinas, como las que
formaran la cubierta de la vesicula: subunidades selectivas de cargo y proteinas jaula o
“cage proteins”.

Las subunidades selectivas de cargo colaboran con la GTPasa de cubierta para
reclutar el cargo. Concretamente, forman la capa interna de la cubierta, que une el cargo
(o los receptores del cargo) con la capa externa de la cubierta (proteinas jaula o “cage”).

Las proteinas jaula o “cage proteins” forman la capa externa de la cubierta e
intervienen en la deformacion fisica de la membrana necesaria para la formacion y
escision de la vesicula (Stagg et al., 2007).

Ademas de los componentes que formaran la cubierta, la GTPasa recluta a las
denominadas proteinas efectoras, que alteran las caracteristicas lipidicas del sitio de
formacion de la vesicula o reclutan otros factores que ayuden a la formacion de la
vesicula.

Una vez que todas las proteinas se han localizado en el lugar de formacion de la
vesicula, y se ha reclutado el cargo, se ensambla la cubierta y se empieza a deformar la
membrana formando una vesicula donde se incluye el cargo. Finalmente, la vesicula se
separa de la membrana y se libera. El proceso de liberacion de la vesicula se debe
probablemente a la combinacion de tres factores: actuacion de las proteinas de la
cubierta, la accion de otras maquinarias moleculares y la especial composicion lipidica
del cuello de la vesicula.

Normalmente tras la liberacion de la vesicula, actian las proteinas GAP

(“GTPasa Activation Proteins”), que hacen que la GTPasa hidrolice el GTP a GDP.
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Una vez la GTPasa pasa a su forma unida a GDP, se desensambla la cubierta, y la

vesicula, ya desnuda, puede iniciar el transporte hasta el organulo diana.

N
= 26

cubierta

cubierta

Liberacion

Formacion
vesicula

Receptor
del cargo

cargo

Reclutamiento del cargo Formacion cubierta Escision vesicula Vesicula sin cubierta

Figura 1.15: Esquema indicando los principales pasos del proceso de formaciéon de
vesiculas. En rojo se muestran las proteinas cargo. En azul, los receptores del cargo. En
verde claro las subunidades selectivas de cargo, y en verde oscuro las proteinas jaula o

“cage proteins”.

1.4.3 Principales tipos de cubierta

En funcién del organelo en el que se forma la vesicula, la cubierta que se
ensambla es diferente. Existen tres tipos principales de cubierta: COPI, COPII y
cubiertas de clatrina, aunque también se conocen otras, como las formadas por el
complejo ESCRT (“Endosomal Sorting Complex Required for Transport”) y por el
complejo retrémero “‘retromer complex”. Todos estos tipos de cubierta estan
conservados en plantas. El complejo ESCRT est4 involucrado en la formacion de las
vesiculas internas del MVB, que posteriormente seran dirigidas al lumen vacuolar
donde se hidrolizara su contenido. El complejo retromero en A. thaliana esté
involucrado en el reciclaje de los receptores vacuolares VSR (“Vacuolar Sorting
Receptors™) desde los endosomas hacia el Golgi , y en la localizacion de los
transportadores de auxinas de tipo PIN (Oliviusson et al., 2006; Jaillais et al., 2007).

A continuaciéon se describen con madas detalle los tres tipos principales de
cubierta: COPI, COPII y cubiertas de clatrina. Todos ellos, comparten una estructura
comun formada por proteinas que recluta la GTPasa: subunidades selectivas de cargo y

proteinas jaula o “cage” (Figura 1.16).
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Figura 1.16: Subcomplejos de los tres tipos principales de cubierta. Cada sistema de cubierta
requiere de una GTPasa, de un complejo jaula o “cage” y de un complejo selectivo de cargo. ER:
Reticulo endoplasmatico. TGN: Red trans-Golgi, PM: Membrana plasmatica. (Modificada a partir de
Bassham et al., 2008).

A) Cubiertas tipo COPI:

Las cubiertas de tipo COPI rodean principalmente las vesiculas formadas en el
aparato de Golgi, que formardn parte de la ruta retrégrada. En plantas, tienen un
importante papel en el transporte de Golgi al ER y también dentro del Golgi (Pimpl et
al., 2000).

La GTPasa de cubierta encargada de controlar el proceso de formacion de
vesiculas con cubiertas COPI de levaduras y mamiferos, pertenece a la familia de
proteinas tipo ARF (“ADP- Ribosilation Factors”) dentro de la superfamilia Ras
(Figura 1.16). En A. thaliana existe una familia multigénica que codifica este tipo de
proteinas (Vernoud et al., 2003; Bassham et al., 2008).

Como se ha explicado anteriormente, un GEF induce el intercambio de GDP por
GTP en la proteina tipo ARF, activandola. Los GEFs poseen tipicamente un dominio
catalitico para el intercambio del nucle6tido denominado Sec7, en base a su homologia
al GEF de la proteina Arf de levadura: sec7p (Jackson & Casanova 2000; Casanova,
2007). En A. thaliana, se conocen 8 GEFs que se reparten en dos familias. La familia

(Gea/GNOM/GBF: “Guanine nucleotide Exchange factor for ADP ribosylation factors

60



Introduccién

1/GNOM/“Golgi BFA (BreFeldin A)- resistance Factor 17) contiene las proteinas
GNOM (Geldner et al., 2003), GNL1 (“GNom-Likel ) y GNL-2 (“GNom-Like2”). Las
otras cinco proteinas, pertenecen a la familia Sec7p/BIG ( “BFA-Inhibited GEF *) y se
denominan (BIG1-5) (Jiirgens & Geldner 2002).

Una vez unida a GTP, la GTPasa de la familia ARFI1, sufre un cambio
conformacional que facilita su anclaje en membrana (Antonny ef al., 1997), y recluta las
subunidades que formaran la cubierta COPL
Estudios realizados en levadura y en mamiferos han establecido que estas cubiertas son
complejos heptaméricos, cuyas subunidades interaccionan y se organizan formando dos
subcomplejos (Eugster et al, 2000). El subcomplejo F-COP, estd constituido 4
proteinas (y-COP, B-COP, 5-COP y {-COP) y actia como la subunidad selectiva de
cargo. El subcomplejo B-COP, formado por 3 proteinas (a-COP, B’-COP y &-COP),
actia como “cage” o jaula. Estos subcomplejos F-COP y B-COP estan conservados en
todos los eucariotas y las proteinas que los forman estdn codificadas generalmente por
familias génicas. La Tabla IV muestra los genes que codifican para las diferentes

proteinas en el caso de 4. thaliana (Bassham et al., 2008).

Tabla IV: Genes que codifican para las proteinas de las cubiertas de COPL, COP-II y clatrina en 4.
thaliana (modificada a partir de Bassham ef al., 2008).

COP-l
B-COP (cage): a At1g62020, At2g21390
B At1g52360, At3g15980, At1979990
£ At2g34840, At1g30630
F-cOP (C. Selectivo B Atdg31480, At4g31490
cargo) y Atdg34450
& At5g05010
c At1g60970, At3g09800, At1g08520
COP-lI
Sec13/31 (cage): Sec13 At3g01340, At2g30050
Sec31 At1g18830, At3g63460
Sec2a/24 (C. Selective Sec23 At543670, At3g23660. Atag14160, At1g05520. At2g21630
cargo) Sec24 At3g07100, At3g44340, At4g32640, At2g27460
Clathrin
Triskelion (cage): Cadena pesada At3911130. At3g08530

Cadena ligera At2g40060, At3g51890

AP1 (C. Selectivo 1 At1g60070, At1923900
cargo) p1/2! At4g11380, Atdg23460
i At1g60780, At1g10730
o1 At2g17380. At4g35410
AP2 (C. Selectivo a At5g22770, At5g22780
cargo) p1/2! see above
n2 At5g46630
02 At1g47830
AP3 (C. Selectivo & At1g48760
cargo) B3 At3g55480
3 At1g56590
a3 At3950860
AP4 (C. Selectivo . At1g31730
cargo) pa At5g11490
pd At4g24550
a4 At4g24550
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Tras la formacion de la vesicula, se desensambla la cubierta, tal y como se
explicd anteriormente, gracias a la intervencion de proteinas GAPs. En A. thaliana se

conocen 15 GAPs (Vernoud et al., 2003).

B) Cubiertas tipo COPII:

Este tipo de cubierta estd conservada en todos los eucariotas, y participa en el
primer paso de la ruta de secrecion biosintética: la formacidn de vesiculas en el reticulo
endoplasmatico para exportar proteinas y lipidos hacia el aparato de Golgi. A lo largo
de la membrana del ER existen puntos de salida “exit sites” en los que se concentra la
maquinaria de COPII y se recluta el cargo para la ruta anterégrada. Generalmente estos
puntos se localizan de forma discreta en la membrana, aunque en algunos organismos
como en levadura toda la membrana parece capaz de actuar como sitio de salida
(revisado en Glick, 2001; Budnik & Stephens 2009).

La GTPasa implicada en la formacién de este tipo de cubiertas en mamiferos y
levadura es Sarlp. En levadura existe un unico gen que codifica para Sarlp, pero en
mamiferos y plantas existen varios homologos. Concretamente en 4. thaliana se han
identificado tres genes denominados SARAla-c (Vernoud el al 2003; revisado en
Hanton et al, 2005). La GTPasa Sarlp se activa por accion del GEF Secl2p. El
intercambio GTP/GDP, hace que la proteina Sarlp sea capaz de insertarse en la
membrana plasmatica del ER (Bi et al., 2002) y reclutar la subunidad selectiva de cargo.

En las cubiertas de tipo COPII de levadura, la subunidad selectiva de cargo esta
formada por dos proteinas altamente conservadas: Sec23p y Sec24p. Esta subunidad
Sec23/Sec24p dirige a las proteinas que actiian como jaula o “cage” (Sec13p y Sec31p)
al lugar de produccion de la vesicula (revisado en Hughes & Stephens 2008). Las
proteinas que forman la cubierta de tipo COPII en A. thaliana estan codificadas por
multiples genes (Tabla IV): SEC23 (5 genes), SEC24 (4 genes), SEC13 (2 genes) y
SEC31 (2 genes) (Bassham et al., 2008).

Las vesiculas con cubierta COPII son bastante inestables, ya que la GAP de
Sarlp forma parte de la propia cubierta (es la proteina Sec23p), por lo que las vesiculas
pierden su cubierta rapidamente tras su formacion. Tras la destruccion de la cubierta,
Sarlp y las demds proteinas se liberan al citoplasma hasta que se forme la siguiente

vesicula.
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C) Cubiertas de clatrina:

Las vesiculas con cubiertas de clatrina (CCVs: “Clathrin Coated Vesicles™)
fueron las primeras en ser descubiertas, y se encuentran en todos los eucariotas. Su
nombre se debe a la proteina clatrina, que actia como subunidad jaula o “cage”. Este
tipo de vesiculas se forman en varios compartimentos celulares de la denominada “red
post-Golgi” (“post-Golgi network) como la membrana plasmatica, los endosomas y la
red trans-Golgi (TGN: “Trans-Golgi Network”) (Nakatsu & Ohno 2003). Por lo tanto,
estan implicadas tanto en la ruta endocitica, (proceso de reciclaje de proteinas de
membrana a través de endosomas), como en la clasificacion del cargo a partir del TGN.

Al igual que en el caso de las cubiertas de tipo COPI, la GTPasa involucrada en
la formacion de las cubiertas de clatrina pertenece a la familia de proteinas tipo ARF,
que como ya se ha comentado, tiene numerosos miembros en A. thaliana.

La capa externa de las cubiertas de clatrina (subunidad jaula o “cage”) se forma
gracias al ensamblaje de la proteina clatrina. Esta proteina estd formada por tres cadenas
peptidicas ligeras y tres cadenas pesadas, que generan una estructura con “tres piernas”
denominada trisquelion (Fotin ef al., 2004) (Figura 1.16). Cada una de las piernas
termina en un dominio “f-propeller’/WDA40 (ter haar, 2000) que posibilita la
interaccion con los complejos adaptadores cargo y con proteinas de anclaje a membrana
(revisado en McMahon y Mills, 2004).

El entramado formado por la polimerizacion/ ensamblaje de la clatrina no puede
unirse de forma directa a las membranas, por lo que la unién de los trisqueliones con el
cargo la llevan a cabo los complejos adaptadores (subunidad selectiva de cargo). Los
principales complejos adaptadores conocidos pertenecen a la familia de las proteinas
adaptadoras clasicas (AP: “Adaptor Protein”), sin embargo, existen adaptadores
“alternativos”, como los GGAs (“Golgi localized, Gamma-ear-containing, Arf-binding
proteins”, los Hrs (“Hepatocyte growth factor receptor tyrosine kinase substrate”), y
los adaptadores especificos de cargo como las arrestinas, las epsinas o las proteinas
Dab2 (“Disabled-2") y ARH (“Autosomal Recessive Hipercolesterolemia’) que también
unen el cargo y la membrana a la clatrina (Owen et al., 2004; McMahon y Mills, 2004).
Estos adaptadores alternativos pueden trabajar de forma independiente de los AP o
junto a ellos, para reclutar el cargo en las vesiculas en formacioén (Motley et al., 2003).
Por lo tanto, como pueden encontrarse varios adaptadores en cada vesicula en

formacion, no es necesario que todos ellos tengan una interaccidon directa con clatrina.
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En principio no existen en 4. thaliana homologos claros de los genes que codifican para

GGA:s, por lo que los principales adaptadores son los APs (Bassham, 2008).

1.4.4 Complejos adaptadores (APs)

En organismos eucariotas se conocen 4 tipos de complejos adaptadores: AP-1,
AP-2, AP-3 y AP-4. En vertebrados y plantas estdn presentes los cuatro tipos, sin
embargo, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, S. cerevisiae y S. pombe
poseen Unicamentre los complejos AP-1, AP-2 y AP-3 (Boehm & Bonifacino 2001).
Los primeros complejos identificados fueron AP-1 y AP-2, por su interacciéon con

clatrina, y posteriormente se identificaron AP-3 y AP-4 por homologia de secuencia.

A) Estructura de los complejos adaptadores:

Los complejos adaptadores estan formados por 4 subunidades, denominadas
adaptinas: una pequefia, de unos 20 kDa (c1-4), una mediana de unos 50 kDa (n1-4) y
dos grandes, con un tamafo comprendido entre los 90 y los 130 kDa (Boehm &
Bonifacino 2001). Una de las subunidades grandes se denomina a, vy, d 0 €, segun el
complejo, y la otra B1-4, en los respectivos complejos (Figura 1.17).

La mayoria de las adaptinas se expresan de forma ubicua, pero algunas aparecen
unicamente en determinados tejidos como las adaptinas u3B y B3B de animales, que se
expresan Unicamente en el cerebro (Pevsner et al., 1994), o la adaptina plB de
animales, cuya expresion se limita a las células epiteliales polarizadas (Ohno et al.,
1999). Por ello, en estos organismos se diferencia entre los complejos AP-1A y AP3A
(presentes de forma ubicua) y los complejos AP-1B y AP-3B (presentes unicamente en

los tejidos arriba mencionados).

Figura 1.17: Representacion de los complejos adaptadores. Esquema mostrando las distintas

subunidades de los principales complejos AP (Extraida de Nakatsu & Ohno 2003).

Las diferentes subunidades de los complejos (adaptinas) se ensamblan formando

una estructura en la que dos regiones apéndice (“appendage” o “ears”) estan conectados
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con el nucleo central (“core”, “head” o “trunk”) por una region bisagra (“hinge” o
“stalk’). La mayoria de los estudios estructurales se han llevado a cabo con el complejo
AP2, ya que es el mds abundante (Figura 1.18). De este modo, se ha visto que los
apéndices estan formados por los dominios C-terminal de las subunidades grandes (o y
B2 para el complejo AP-2), mientras que el nucleo central estd formado por las
subunidades pequena y mediana (62 y p2 en AP-2) unidas estrechamente a los extremos
N-terminal de las subunidades grandes (Collins et al.,, 2002; revisado en Kirchhausen
2002). Por lo tanto, las subunidades grandes quedan divididas en tres dominios: “trunk”,

“hinge” y “ear”.

Appendage — Figura 1.18: Esquema indicando las diferentes regiones que

Hinge\ conforman los complejos AP (“Appendage”, “hinge” y “core”). La

Figura muestra el caso concreto del complejo AP2. (Extraida de

Ohno, 2006a).

Core

Cada una de las subunidades del complejo, e incluso cada region dentro de una
subunidad, tiene un papel especifico en la formacion de la vesicula (revisado en Ohno,
2006a), tal y como se explica a continuacion.

Una de las subunidades grandes, (a, y, 6 0 €) participa en la uniéon del complejo
adaptador a la membrana del compartimento donador. Concretamente, se ha visto que la
adaptina 02 del complejo AP-2 es capaz de unir fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato y/o
fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato, lipidos que predominan en la membrana plasmatica
(Gaidarov y Keen 1999; Collins et al., 2002). Asimismo, se ha descrito que la
subunidad mediana de este complejo, u2, también es capaz de interactuar con estos
fosfolipidos (Collins et al., 2002). Por otro lado, también se conoce que el complejo
AP1 es capaz de unir in vitro fosfatidilinositol (4)-monofosfato, lipido presente
principalmente en las membranas del trans-Golgi (Wang et al., 2003). Por lo tanto,
ademds de la accion de la GTPasa Arfl, la interaccion con los fosfolipidos de
membrana (plasmatica o intracelular) resulta esencial para el reclutamiento de los
complejos adaptadores a la membrana del organulo apropiado en cada caso (PM para el
complejo AP2 y Golgi para el complejo AP1).

La otra subunidad grande (B 1-4) participa en la unién a clatrina, ya que en su

dominio “hinge” se encuentra una secuencia consenso de 5 aminodcidos con la forma
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LOXxDD/E (siendo @ un residuo hidrofobico y x cualquier aminoacido) denominada
“caja clatrina”, que se encarga de la unidn con esta proteina (revisado en Owen et al.,
2004). En relacion a la interaccion con clatrina, se ha demostrado que los complejos
AP-1 y AP-2 se unen a esta proteina durante la formacién de las vesiculas. Sin embargo,
existe cierta controversia en relacion a si los complejos caracterizados mas
recientemente (AP-3 y AP-4) también unen clatrina (Barois y Bakke, 2005).

Los apéndices de las adaptinas grandes de los complejos AP, interaccionan con
varias proteinas adaptadoras o accesorias que participan en la regulacion de la
formacion y desensamblaje de la vesicula, asi como en la seleccion del cargo (revisado
en Owen, 2004). Asimismo, se ha visto que el apéndice de la adaptina B2 tiene un sitio
de unidn a clatrina adicional al existente en el dominio “Ainge” (Owen et al., 2000).

Las subunidades medianas (p) tienen 2 dominios: el extremo N-terminal
(aproximadamente un tercio de la proteina total), que forma parte del “core” del
complejo, y el extremo C-terminal (dos tercios de la proteina total). Este ultimo
determina la seleccion del cargo, ya que reconoce el motivo tirosina Yxx® (siendo x
cualquier aminodcido y @ un residuo hidrofobico), una de las sefiales mas comunes
presentes en los dominios citosolicos de las proteinas cargo. El mecanismo por el cual
ocurre este reconocimiento se ha caracterizado en el caso del complejo AP2 e implica
un cambio conformacional de dicho complejo (Collins et al., 2002), que probablemente
es inducido por la fosforilacion de la subunidad p2 (Ricotta et al., 2002).

En relaciéon al reconocimiento del cargo, existe otro motivo comunmente
reconocido por los complejos adaptadores AP: el motivo dileucina, que consiste en un
par de residuos de leucina (o isoleucina) precedidos por uno o varios residuos acidicos.
La secuencia consenso de esta sefial de reconocimiento es: [DE]JxxxL[IL] (siendo x
cualquier aminodacido). El lugar exacto de union a este motivo dentro de los complejos
AP se desconoce, pero se encuentra en el nicleo o centro del complejo (revisado en
Owen et al., 2004; Robinson, 2004).

Finalmente, las subunidades pequefias 6, que también forman parte del centro o
nucleo del complejo, parecen estar involucradas en su estabilizacion (Collins et al.,

2002).

B) Funciones de los diferentes complejos AP:

Cada complejo AP interviene en un proceso de transporte diferente bien de la

ruta endocitica o del post-Golgi.
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El complejo AP1-A regula el transporte vesicular entre la red trans-Golgi TGN y
los endosomas, aunque la direccion del transporte no esta clara. De hecho parece que
participa en la formacion de vesiculas en ambos organelos. En levadura, AP-1 esta
involucrado en la formacion de vesiculas en el trans-Golgi, siendo los posibles
organelos destino el compartimento prevacuolar o la vacuola. En mamiferos, AP-1A se
requiere para el desarrollo embrionario y estd implicado en el transporte bidireccional
de dos MPRs (“Mannose 6- Phosphate Receptors™) entre el TGN y los endosomas
(revisado en Boehm & Bonifacino 2002). En 4. thaliana existen dos genes que
codifican para cada una de las subunidades del complejo (Tabla IV). La subunidad B se
ha denominado B1/2, ya que puede pertenecer tanto al complejo AP-1, como al AP-2
(Boehm & Bonifacino, 2001). Se ha descrito, que el complejo AP1 en A. thaliana
interacciona con la cola citoplasmatica del receptor ELP (“Epidermal growth factor
receptor Like Protein”) implicado en la seleccion de proteinas que van a ser dirigidas a
vacuola, por lo que AP1 puede tener un papel en clasificar el cargo dirigido a este
compartimento (revisado en Bassham et al., 2008).

Como se ha indicado anteriormente, AP-1B se encuentra Gnicamente en células
epiteliales polarizadas, y media la seleccion de varias proteinas cargo para su transporte
a la membrana basolateral de estas células (Folsch et al., 1999).

El complejo AP-2 fue el primero en ser caracterizado y estd implicado
principalmente en la formacion de vesiculas en la PM por endocitosis, cuyo destino es
la fusion con los endosomas tempranos (Owen & Lucio, 2000; Collins ef al., 2002). En
C. elegans y D. melanogaster, este complejo juega un papel esencial en el desarrollo
embrionario (revisado en Boehm & Bonifacino 2002), al igual que ocurre en raton
(Ohno, 2006Db).

AP-3A estd involucrado en el trafico de vesiculas que transportan proteinas
transmembrana desde el TGN y/o endosomas tempranos a los a los lisosomas o
organulos relacionados con lisosomas (en animales), o a la vacuola (en plantas y
levadura).

El complejo AP-3B, expresado en células neuronales, estd implicado en la
clasificacion y trafico de proteinas de membrana de las vesiculas sinapticas (Newell-
Litwa et al., 2007).

Por ultimo, el complejo AP-4 ha sido descrito en células de mamiferos, pero no
se encuentra en hongos (Boehm & Bonifacino 2001). El analisis de la secuencia de la

subunidad B de este complejo muestra que AP4 no posee la “caja clatrina” (Lundmark
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& Carlsson 2002), sin embargo un estudio indica que el complejo si es capaz
interaccionar con clatrina (Barois & Bakke 2005). El complejo AP4 se localiza en Golgi
y en endosomas (Barois & Bakke 2005). En células HeLa, la subunidad p4 interacciona
con proteinas cargo y media su trasporte directo a lisosomas sin pasar por la membrana
plasmatica (Aguilar et al., 2001). Por otro lado, en células epiteliales MDCK (“Madin-
Darby Canine Kidney”) la subunidad p4 interacciona con proteinas cargo destinadas a
la membrana basolateral de las células epiteliales (Simmen et al., 2002). Como muestra
la Tabla IV en 4. thaliana existe un gen homologo para cada una de las subunidades del

complejo, si bien su funcion en este organismo se desconoce hasta el momento.

1.4.5 EIl complejo AP3

A) El complejo AP-3 en mamiferos:

Como se ha comentado anteriormente, los mamiferos poseen dos complejos AP-
3, uno de ellos se expresa de forma ubicua (AP-3A), y el otro en células neuronales
(AP-3B).

Tal y como se observa en la Figura 1.19A, en mamiferos existen 3 adaptinas (33,
63 y u3) que son codificadas por dos genes, dando lugar a las isoformas A y B.
Mientras que las subunidades 63A y 63B, se expresan de forma ubicua y parecen ser
funcionalmente equivalentes, las subunidades 3B y u3B se expresan exclusivamente
en cerebro, por lo que forman parte del complejo AP-3B (revisado en Newell-Litwa et

al., 2007; Dell’ Angelica, 2009) (Figura 1.19B).

A B
Nombre gen Nombre proteina Expresion Mutantes
Ap3d 5 Ubicua mocha
Ap3b1 B3A Ubicua HPS2, pean, Ap3b1-/-
Ap3b2 B3B Neuronal Ap3b2-I-
Ap3m1 u3A Ubicua
Ap3m2 u3B Neuronal Ap3m2-/-
Ap3s1 o3A Ubicua
Ap3s2 a3B Ubicua

Figura 1.19: Subunidades de los complejos AP-3 en mamiferos. A) Genes, proteinas y mutantes de las
diferentes subunidades. B) Modelo de las subunidades que componen los complejos AP-3A y AP-3B
(Modificada a partir de Newell-Litwa et al., 2007).

Gran parte del conocimiento de la funcioén de los complejos AP-3 en humanos y

ratones, proviene del estudio de mutantes en subunidades de estos complejos.
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En humanos, mutaciones en la adaptina B3A provocan un subtipo del sindrome
de Hermansky-Pudlak (HPS de “Hermansky-Pudlak Sindrome’) denominado HPS-2. El
sindrome de Hermansky-Pudlak consiste en un grupo de diferentes desérdenes
genéticos autosémicos y recesivos, que comparten sintomas como albinismo parcial
ocular y cutaneo y anormalidades en las plaquetas que provocan hemorragias (Huizing
et al., 2002). Estos sintomas aparecen porque la funcion o la biogénesis de los lisosomas
u organelos relacionados con los lisosomas (como los melanosomas o los granulos
densos (o delta) de las plaquetas) esta alterada. Estudios realizados con fibroblastos de
pacientes de HPS2, muestran que estos pacientes presentan una deslocalizacion parcial
de proteinas lisosomales LAMPs (“Lysosomal-Associated Membrane Protein’), que se
sitian en la membrana plasmatica (revisado en Ohno, 2006b).

En raton se conocen también varias mutaciones que provocan HPS. Entre ellas
se encuentran las mutaciones “pear!” (Feng et al, 1999) y mocha (Kantheti et al.,
1998), que afectan a los genes codificantes de las adaptinas B3A y 6 respectivamente
(Figura 1.19A). Los fibroblastos aislados de estos ratones también contienen cantidades
anormales de LAMPs en la membrana plasmatica. Como se observa en la Figura 1.19,
la subunidad 6, se comparte en los complejos AP-3A y AP-3B. Por lo tanto, el mutante
“mocha”, carece de ambos complejos, lo que hace que sufra de anormalidades
neurologicas adicionales a los sintomas ya comentados para los HPS (revisado en
Nakatsu y Ohno, 2003).

Al igual que en el caso de mamiferos, las mutaciones en subunidades del
complejo AP-3 de D. melanogaster provocan alteraciones en la pigmentacion de los
0jos, ya que afectan al trafico de proteinas a los granulos de los pigmentos (revisado en
Odorizzi et al., 1998).

Todos estos estudios muestran la relevancia del complejo AP-3 para la correcta
localizacioén de proteinas de membrana en lisosomas u organulos relacionados con los
lisosomas. De hecho, ademas de las proteinas LAMP [y LAMP 11, se ha visto que otras
proteinas integrales de membrana del lisosoma como LIMP-2 (“Lysosomal Integral
Membrane Protein’) y CD63, muestran un mayor trafico hacia la membrana plasmatica
en mutantes en el complejo AP-3 (Le Borgne ef al., 1998; Dell’ Angelica ef al., 1999).

En relacién a la localizacion subcelular del complejo AP-3, varios trabajos
muestran que se encuentra tanto en TGN como en endosomas (Dell’ Angelica et al.,
1997), aunque en estudios mas recientes solo se ha localizado en los endosomas (Peden

et al., 2004).
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Otro aspecto que genera controversia es si el complejo AP-3 interacciona con
clatrina. Aunque tanto la subunidad B3A como la B3B poseen el dominio de interaccion
con clatrina, existen trabajos que apoyan ambas teorias. Probablemente el complejo AP-
3 pueda generar vesiculas con diferentes composiciones (con o sin clatrina) (revisado en
Newell-Litwa et al., 2007).

Por lo tanto, este complejo en mamiferos mediaria el trafico de proteinas
integrales de membrana del TGN y/o endosomas tempranos a los lisosomas u organulos
relacionados con lisosomas, de forma dependiente o independiente de clatrina (Figura

1.20).

MAMIFEROS LEVADURA A. THALIANA

Endosoma / (TGN)? Compartimento &/

AP-

Lisosoma/ Vesiculas vacuola Y |
lisosoma sinapticas Vacuola litica/almacén
“like”

Figura 1.20: Esquema de la funcién sugerida para los complejos AP3 de mamiferos, levadura y A.
thaliana. En el caso de levadura y 4. thaliana se muestra también la ruta a vacuola en la que participa el
complejo AP-1. Las flechas discontinuas en el caso de A. thaliana indican el desconocimiento todavia

existente.

B) AP-3 en levadura:

En levadura, el complejo AP-3 se identifico de forma independiente mediante
dos rastreos genéticos, uno de ellos buscando factores requeridos para el trafico a
vacuola de la fosfatasa alcalina (ALP) (Cowles et al., 1997), y el otro buscando
supresores de la letalidad causada por la falta de dos homologos de la caseina quinasa
de tipo I (Panek et al., 1997).

El transporte a vacuola de la mayoria de proteinas cargo estudiadas, incluyendo
la hidrolasa soluble carboxipeptidasa Y (CPY) y la carboxipeptidasa S (CPS), sigue la
denominada “ruta CPY”, que implica el paso previo por un compartimento prevacuolar.
En esta ruta interviene el complejo AP-1, ademas de varios genes VPS (“Vacuolar
Protein Sorting”) (Figura 1.20). Sin embargo, se ha visto que esta “ruta CPY” no es la

unica via para el transporte de proteinas desde Golgi a vacuola, ya que la fosfatasa
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alcalina de wvacuola (ALP) y el t-SNARE Vam3p, siguen una ruta paralela,
independiente de los genes vps arriba mencionados (Piper ef al., 1997b; revisado en
Odorizzi et al., 1998).

Se ha comprobado que mutaciones en las diferentes subunidades del complejo
AP-3 de levadura, provocan la deslocalizacion de la proteina ALP, que en lugar de
situarse en la vacuola, se acumula en pequefias vesiculas en el citoplasma (Stepp et al.,
1997; Cowles et al., 1997). Sin embargo, las mutaciones en subunidades del complejo
AP-3 no afectan al trafico de otras proteinas vacuolares como la CPY o la CPS
(Carboxipeptidasa S), que siguen la ruta clasica de transporte a vacuola: “ruta VPS o
ruta CPY”. Asimismo, delecciones en los complejos AP-1 y AP-2 no afectan al trafico
de la fosfatasa ALP. Por otro lado, los mutantes en las subunidades del complejo AP-3
también muestran una deslocalizacion de Vam3p, SNARE que acttia en el transporte a
vacuola (Cowles et al., 1997).

Por lo tanto, mediante estos trabajos se ha establecido que en levadura existen
dos rutas principales para el transporte de hidrolasas a vacuola: la “ruta CPY”, y la “ruta
ALP”. El complejo AP-3 es necesario para el transporte de proteinas a través de la “ruta
ALP” (Piper et al., 1997b), que se ha sugerido que transporta el cargo desde el TGN de
forma directa a la vacuola, sin pasar por un compartimento prevacuolar (Figura 1.20).

En levadura se han identificado otras proteinas que siguen la ruta ALP para ser
transportadas a vacuola, como la proteina Yck3p (“Yeast casein kinase 3) (Panek et al.,
1997; Sun et al., 2004) y la proteina SNARE Nyvlp (Wen et al., 2006). En relacion a la
Yck3p, se sabe que es transportada a la cara citosoélica de la membrana vacuolar. Sin
embargo, mutaciones en subunidades del complejo AP-3 provocan la deslocalizacion de
la quinasa a la membrana plasmatica (Sun ef al., 2004). La proteina Yck3p, es similar a
las proteinas Ycklp y Yck2p, caseina quinasas de tipo I que se localizan en la
membrana plasmatica. Como se ha dicho anteriormente, las mutaciones en el complejo
AP-3 se descubrieron inicialmente por ser supresoras de las mutaciones ycklA yck2-ts,
ya que posibilitaban el crecimiento de este doble mutante termosensible a 37° (Panek et
al., 1997). Esta supresion del fenotipo mutante ocurre porque en los mutantes en
subunidades del complejo AP-3, la Yck3p se localiza en membrana plasmatica, en vez
de en vacuola, por lo que es capaz de suplir parcialmente la funcion de Ycklp y Yck2p
(Sun et al., 2004).

Finalmente, en relacion a las sefiales que reconoce el complejo AP-3 de levadura

para seleccionar el cargo a transportar, se sabe que las proteinas ALP y Vam3p poseen
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un dominio dileucina o similar a dileucina (Vowels yg Payne 1998; Darsow et al,
1998), mientras que las proteinas Yck3p y Nyvlp poseen una sefial de tipo tirosina (Sun
et al, 2004; Wen et al, 2006). Estos dominios son los responsables del correcto
reconocimiento por parte del complejo AP-3. De hecho, la eliminacion de estas senales
en la ALP y Vam3p, hace que las proteinas sigan la ruta CPY a vacuola (Vowels &
Payne 1998; Darsow et al., 1998). En el caso de la Yck3p y el SNARE Nyvlp, la
mutacion del dominio que actia como sefal de reconocimiento provoca su
deslocalizacion a membrana plasmatica y lumen vacuolar respectivamente (Sun et al.,

2004; Wen et al., 2006).

C) AP3 en A. thaliana:

En el genoma de A. thaliana, existe un unico gen que codifica para cada una de
las adaptinas del complejo AP-3 (5, B3, u3 y o3) (Tabla IV). Diversos trabajos
empiezan a arrojar luz sobre la funcion de este complejo en A. thaliana.

En primer lugar, en un trabajo investigando la funcion biologica de la epsina
reguladora del trafico de vesiculas (EpsinR2) de A. thaliana, se demostr6 que esta
proteina interacciona, entre otros, con clatrina, con la adaptina 8 y con fosfatidilinositol
3-fosfato. Asimismo se determin6 que EpsinR2 colocaliza con clatrina y con la adaptina
6 en un nuevo compartimento endomembrana que se denomin6 “compartimento & (Lee
et al 2007a). Por tanto, este estudio establece que el complejo AP-3, o al menos la
adaptina J, se localiza mayoritariamente en un compartimento rico en fosfatidilinositol
3 fosfato, distinto del aparato de Golgi, distinto del PVC, y distinto de los endosomas
involucrados en la endocitosis, que se ha denominado “compartimento &” (Lee et al,
2007A).

Por otro lado, un estudio posterior demuestra que la proteina TFL1 (“Terminal
Flower 17), esencial para un correcto trafico hacia las vacuolas de almacén (PSVs),
también colocaliza con la adaptina o del complejo AP-3. De forma consistente con el
estudio anterior, se indica que el complejo se encuentra en un compartimento diferente
al PVC, y se muestra que tampoco se asocia a las vacuolas de almacén o las vacuolas
liticas. Este dato indica un posible “rol” del complejo AP-3 en el trafico de vesiculas a
las vacuolas de almacén. Esta funcion estaria relacionada con la funcién establecida en
animales, ya que estas vacuolas podrian asemejarse a los orgdnulos relacionados con

lisosomas en los que los animales acumulan pigmentos (Sohn et al., 2007).

72



Introduccién

Mas recientemente, se ha identificado un mutante de pérdida de funcion en la
adaptina p3, como supresor del mutante zigl (zigzagl)/vtill, alterado en el
gravitropismo de la parte aérea y cuya mutacion afecta a la SNARE VTI11. Esta
SNARE participa en el trafico de vesiculas entre TGN y la vacuola / PVC. Asimismo,
se ha demostrado que mutaciones en otras subunidades del complejo (8 y B3), también
son capaces de suprimir los fenotipos del mutante zig/. Este trabajo indica que el
complejo AP-3 es funcional en A4. thaliana, y sugiere que participa en el trafico de
vesiculas entre compartimentos del TGN y la vacuola (Nithama et al., 2009).

Por ultimo, un rastreo buscando reguladores de las rutas de trafico de proteinas,
ha permitido identificar un mutante en la adaptina B3 del complejo AP-3 de A. thaliana
que se ha denominado pat2 (“protein affected trafficking 2”). El rastreo se realiz6 sobre
una poblacion mutagenizada de plantas expresando el transportador PIN1 unido a GFP,
seleccionando los mutantes que mostraban una distribucion de PIN1 alterada en la raiz
primaria (Feraru et al., 2010). pat2 es un mutante recesivo de pérdida de funcion que no
posee fenotipos morfoldgicos fuertes, pero si presenta claros defectos en el trafico de
proteinas, asi como en la morfologia y funcion de la vacuola litica. Por este motivo, los
autores proponen que el complejo AP-3 tiene un importante papel en la biogénesis de la
vacuola litica y en la transicion de vacuola de almacén a vacuola litica (Feraru ef al.,
2010).

En el mismo trabajo, se analiza la localizacion subcelular de la adaptina B3 de A.
thaliana, mostrando que es una proteina principalmente citosolica, pero que se
encuentra también asociada a algin compartimento endomembrana, de identidad
desconocida, que no coincide con el aparato de Golgi, ni el TGN, ni el PVC (Feraru et
al., 2010). Este resultado es consistente con el dato comentado anteriormente de que la
adaptina o se localiza en un compartimento endomembrana desconocido hasta el
momento (Lee et al., 2007a).

Por otro lado, se demuestra que la proteina de A. thaliana es capaz de
complementar al mutante de levadura en la adaptina B3, ya que revierte en gran medida
el fenotipo de deslocalizacion de la proteina ALP propio de este mutante (Feraru et al.,
2010). Considerando que la funcion de esta proteina estd parcialmente conservada, se
mantiene la importancia de este complejo en el trafico a vacuola, probablemente desde

el Post-Golgi.
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Por lo tanto, en este ultimo trabajo se propone un nuevo papel de esta proteina
en la biogénesis de la vacuola, sin descartar la participacion de este complejo en el

trafico a vacuola litica o vacuola de almacén sugerida por otros autores (Figura 1.20).
1.5 El acido abscisico en la célula vegetal

El acido abscisico (ABA) es una fitohormona implicada en el control de
procesos vegetales esenciales. Desde el punto de vista quimico, el ABA es un
sesquiterpeno de 15 carbonos (C;sH004), que posee un carbono asimétrico Opticamente
activo en posicion C-1" (Figura 1.21). El enantiomero natural es la forma S-(+)-ABA,
mientras que la forma R-(-)-ABA no se produce normalmente. Como se observa en la
Figura 1.21, en la cadena lateral del ABA existe un grupo carboxilo (pKa=4,8), que
hace que el ABA se comporte como un 4cido débil. Asimismo, en dicha cadena hay dos
dobles enlaces, que, por definicion, tienen una conFiguracion 2-cis,4-trans, siendo

biologicamente inactiva la isoforma con la cadena lateral 2-trans,4-trans.

S-(+)-ABA R-(-)-ABA

Figura 1.21 Estructura quimica de los enantiémeros del acido abscisico. La forma
natural es el enantiomero S-(+)-ABA mientras que el enantiomero R-(-)-ABA no es natural.
Se incluye la numeracion de los carbonos de ambos enantiomeros y se destaca el carbono
opticamente activo C1°. La cadena lateral de ambos enantiomeros es 2-cis,4-trans.

1.5.1 Funciones fisiologicas del dacido abscisico

El ABA tiene un importante papel en muchos procesos del desarrollo vegetal, asi

como en la respuesta a estreses abiodticos y bidticos.

A) El acido abscisico en el desarrollo vegetal:

El ABA est4 implicado en diferentes etapas del desarrollo de la planta:
Durante el desarrollo y maduracién de la semillas, el ABA promueve la sintesis

de lipidos y proteinas de almacenamiento. Por otro lado, es esencial para la adquisicion

74



Introduccién

de tolerancia a la desecacidon, asi como para el establecimiento de la dormancia
(Filkenstein et al., 2002).

En el estadio de germinacion y establecimiento de la plantula, también juega un
papel crucial, ya que la germinacion de la semilla estd regulada de forma antagonica por
la relacion ABA-giberelinas (GAs), entre otros factores (factores ambientales como la
imbibiciéon con agua, y factores hormonales como el etileno o los brasinoesteroides).
En efecto, se ha descrito que cuando las condiciones ambientales favorecen la
germinacion, aumentan los niveles de GAs (Olszewski et al., 2002) y se reducen los de
ABA (Nambara y Marion-Poll, 2005). Las GAs promueven la germinacion facilitando
la degradacion por el proteosoma de proteinas tipo DELLA que actiian como represores
de la germinacion (especialmente RGL2: “RGA- Like 27, siendo RGA: “Represor of
GAI-3”), concretamente del proceso de ruptura de la testa. El ABA inhibe la
germinacion promoviendo la expresion (y activacion) de factores de transcripcion como
ABIS (“ABA Insensitive 5”), que actlia como represor de la germinacion, especialmente
en el proceso de ruptura del endospermo (Piskurewicz et al., 2008; Piskurewicz et al.,
2009). Por otro lado, la relacion ABA-GAs también juega un papel en la salida de la
latencia de la semilla y la movilizacion de reservas para la germinacion. Por ejemplo,
durante la germinacion en granos de cereales, se ha caracterizado el efecto antagonista
del ABA frente a GA, por inhibir la sintesis de a-amilasa (revisado en Lovegrove y
Hooley, 2000).

Finalmente, se le atribuye al ABA un efecto en el crecimiento general y en la
reproduccidn, ya que mutantes insensibles o deficientes en ABA, muestran defectos en
el crecimiento y tienen afectada la produccion de semillas en condiciones normales de

riego y humedad (Barrero et al., 2005; Fujii y Zhu, 2009).

B) El acido abscisico en respuesta a estrés:

El 4cido abscisico tiene un importante papel en la regulacion del estado hidrico
de la planta. Diversos estreses como la sequia, la salinidad o el frio, pueden provocar
estrés hidrico en la planta, estimulando la biosintesis de ABA (Xiong et al., 2002;
Verslues et al., 2006). En respuesta a estrés hidrico, el ABA actaa a tres niveles: evitar
la pérdida de agua, incrementar al méximo la toma de agua, e inducir la expresion de
genes que ayuden a tolerar la situacion de estrés.

En primer lugar, para minimizar la pérdida de agua por transpiracion, la planta

disminuye la apertura estomatica. E1 ABA es el principal regulador de este proceso, ya
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que puede promover el cierre de los estomas asi como inhibir su apertura (Schroeder et
al., 2001; Sirichandra ef al., 2009a; Kim et al., 2010). Por otra parte, la planta necesita
desarrollar su sistema radicular para maximizar la toma de agua. En relacion a este
aspecto, se ha visto que el ABA es esencial para mantener el crecimiento de la raiz en
condiciones de estrés hidrico (Sharp ef al., 2004). Por ultimo, el ABA induce la
transcripcion de un gran nimero de genes involucrados en la respuesta a estrés. De este
modo promueve la acumulacion del osmolitos compatibles como la prolina, que
favorecen la retencion de agua, asi como la acumulacién de proteinas LEA (“Late-
Embryogenesis-Abundant ) que protegen las proteinas y membranas celulares frente a
la desecacion (Ingram & Bartels, 1996).

Finalmente, es importante destacar que, aunque el ABA siempre se ha
relacionado con la tolerancia a estreses abiodticos, también se le ha atribuido, mas

recientemente, un papel en la respuesta a patogenos (Ton ef al., 2009).

1.5.2 Biosintesis del ABA

A) Pasos que tienen lugar en los cloroplastos:

El 4cido abscisico es un isoprenoide (o terpenoide), que deriva del isopentenil
difosfato (IPP), producido por la ruta MEP (“2-C-Methyl-D-Erythritol-4-Phosphate”) a
partir de gliceraldehido 3-fosfato y piruvato. Una vez sintetizado el IPP, en varios
pasos, se forma licopeno, que se circulariza a B-caroteno y se hidroxila para formar la
zeaxantina, el primer carotenoide oxigenado.

A partir de la zeaxantina, los siguientes pasos, llevan a la formacion de los
isémeros cis de la violaxantina y noexantina, que se romperan para formar un precursor
de ABA de 15 carbonos: la xantoxina (Figura 1.22).

La conversion de zeaxantina en frams-violaxantina, estd catalizada por la
zeaxantina epoxidasa (ZEP), y ocurre a través de un intermediario: la anteraxantina. En
A. thaliana, el gen que codifica para esta enzima es ABA, y se han aislado mutantes en
este gen, que muestran, una drastica reduccion del contenido en ABA (Koornneef ef al.,
1982). La sintesis de trans-neoxantina a partir de la frans-violaxantina la lleva a cabo
una neoxantina sintetasa (NSY), que parece estar codificada por el gen ABA4 en A.
thaliana (North et al., 2007). Dado que, en esta especie, la xantoxina se forma a partir
de isomeros cis, tanto de la violaxantina como de la neoxantina, es necesaria la accion
de isomerasas, que de momento no han sido identificadas, para formar cis-violaxantina

y cis-neoxantina. Ambos sustratos pueden ser empleados por la 9-epoxicarotenoide
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dioxigenasa (NCED), para producir xantosina, que entrard en el citosol. En A. thaliana
se han identificado 9 genes que codifican para NCEDs, y analisis funcionales indican
que 5 de ellos estan involucrados en la biosintesis de ABA (revisado en Nambara y

Marion-Poll, 2005).
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Figura 1.22: Ruta de biosintesis de acido abscisico. ZEP: Zeaxantina epoxidasa; VDE:
Violaxantina de-epoxidasa; NSY: neoxantina sintasa, NCED: 9-cis-epoxicarotenoide
dioxigenasa. AAO: Abscisico aldehido oxidasa. A la derecha se muestra una lista de mutantes

en cada paso enzimatico. Modificada a partit de Nambara y Marion-Poll (2005).

B) Pasos que tienen lugar en el citosol:

Una vez formada la xantoxina, serd transportada al citosol, donde tienen lugar

los dos ultimos pasos de la ruta de biosintesis de ABA (Figura 1.22).
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En primer lugar la xantoxina se transforma en aldehido abscisico mediante una
alcohol deshidrogenasa. En A. thaliana, esta enzima estd codificada por un unico gen:
ABA2, cuya pérdida de funcion provoca una severa deficiencia en ABA (Gonzalez-
Guzman et al., 2002). El ultimo paso en la biosintesis de ABA consiste en la oxidacion
del aldehido abscisico a acido abscisico, reaccion que, en A. thaliana, es catabolizada
por la abscisico aldehido oxidasa AAO3 (Seo et al., 2000), enzima que requiere un

cofactor de molibdeno (MoCo).

1.5.3 Cascadas de senalizacion del acido abscisico

A) Receptores de acido abscisico:

Hasta el momento, se han descrito varios receptores de ABA, aunque la funcioén
de muchos de ellos es confusa, y la de algunos no se ha confirmado (Razem et al., 2006;
Risk et al., 2008; Shen et al., 2006; Chen et al., 2004; Pandey et al., 2009).

Sin embargo, recientemente, se ha identificado, por 4 grupos de investigacion
independientes, una nueva familia de proteinas que actuan como receptores de ABA,
denominada familia PYR/PYL/RCAR, siendo PYR: “Pyrabactin Resistance 1, PYL:
“Pyrabactin resistant 1-Like” y RCAR “Regulatory Component of ABA Receptor’.
Esta familia de proteinas, pertenece a la superfamilia de proteinas de unioén a ligandos
solubles con dominio START, que se caracteriza por tener una regioén conservada que
forma un bolsillo central hidroféobico de unién a ligando (revisado en Cutler et al,
2010).

En A. thaliana, esta familia esta formada por 14 miembros. Estudios
bioquimicos y estructurales, han demostrado que varios miembros de esa familia unen
ABA (Santiago et al., 2009a; Santiago et al., 2009b; Ma et al., 2009; Nishimura et al.,
2009). Asimismo, empleando protoplastos, se ha visto que todos los miembros de la
familia (salvo PYL13), son capaces de activar la sefializacion por abscisico en respuesta
a ABA (Fujii et al., 2009). Por ultimo, existe un gran nimero de evidencias genéticas
que demuestran el papel de estas proteinas en la sefializacion por abscisico. Por
ejemplo, la sobreexpresion y la pérdida de funcion de PYL9 provocan hiper- e
hiposensibilidad a ABA, respectivamentes (Ma et al, 2009). Del mismo modo, la
sobreexpresion de PYLS5, confiere resistencia a sequia en A. thaliana (Santiago et al.,
2009b). Finalmente, se ha obtenido el cuddruple mutante pyri;pyli;pyl2;pyl4 que

muestra una sensibilidad a ABA reducida en germinacidon y crecimiento radicular,

78



Introduccién

menor induccion de genes de respuesta a ABA, y menor activacion de las proteinas
quinasas activadas por ABA SnRK2s (“SNF'I-Related protein Kinase 2”°) (Park et al.,
2009). Todos estos trabajos sefialan a esta familia de proteinas como receptores de
abscisico intracelulares, capaces de regular muchos aspectos de la fisiologia y la
sefializacion de acido abscisico.

Es importante destacar que los receptores de tipo PYR/PYL/RCAR, unen
proteinas fosfatasas de tipo 2C (PP2Cs), que, como se comentard posteriormente, son
reguladores negativos de la respuesta a ABA. De hecho, los receptores PYL9/RCARI y
PYLS fueron aislados por su interaccion con la proteina fosfatasa ABI2 en un ensayo de
doble hibrido (Szostkiewicz ef al., 2010) y, el receptor PYLS5 se aisld por su interaccion
con la proteina fosfatasa HAB1 (Santiago et al, 2009b). Asimismo, Nishimura y
colaboradores (2010), demostraron que 9 de los 14 receptores de la familia
interaccionan con la proteina fosfatasa ABI1.

A pesar de que algunas PP2C son capaces de interaccionar con los receptores de
forma independiente de ABA en ensayos de doble hibrido, estudios estructurales
indican que la unidn de los receptores a ABA provoca un cambio conformacional en el
receptor, que posibilita su interaccion con residuos del sitio catalitico de las PP2Cs. Por
lo tanto, la interaccion entre los receptores de tipo PYR/PYL/RCAR, y las PP2Cs
inactiva a las proteina fosfatasas, ya que bloquea residuos de su sitio catalitico (revisado

en Santiago et al., 2010).

B) Proteinas fosfatasas en la seiializacion por ABA

Las proteinas fosfatasas involucradas en la sefializacion por abscisico, son
serina-treonina fosfatasas. En plantas, este tipo de fosfatasas se subdivide en tres
grupos: PP1, PP2A y PP2C. Aunque las proteinas fosfatasas de tipo 2A también estan
involucradas en la respuesta a ABA, las fosfatasas mejor caracterizadas pertenecen al
grupo PP2C.

Las fosfatasas PP2Cs son enzimas monoméricas dependientes de Mg */Mn ™
localizadas tanto en el nicleo como en el citosol. Este tipo de proteinas, se subdivide en
10 grupos (A-J). Las proteinas fosfatasas implicadas en la respuesta a abscisico
pertenecen al grupo A (Tabla V). De hecho, al menos 6 de las proteinas de este grupo
actuan como reguladores negativos de la senalizacion por ABA (Gosti et al., 1999;

Merlot et al., 2001; Saez et al., 2004; Kuhn et al., 2006). De hecho, se ha descrito que la
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inactivacion simultanea de tres de ellas (HAB, ABI1 y PP2CA), provoca una repuesta a

ABA parcialmente constitutiva (Rubio et al., 2009).

Tabla V: Genes y nomenclatura de las proteinas fosfatasas PP2C

pertenecientes al grupo A.

Locus Nombre
At5g51760 | AHGI1 (“ABA Hipersensitive at Germination 1”)
At3g11410 | PP2CA/AHG3
At5g59220
At1g07430 | AIP (“AKT1I Interacting PP2CI”)
At2g29380
Atlgl7550 | HAB2 (““ Hypersensitive to ABA 2”)
Atlg72770 | HABI
At4g26080 | ABII (“ABA Insensitive 1)
At5g57050 | ABI2

Diversos trabajos han tratado de identificar las dianas de las PP2Cs. Mediante
ensayos de doble hibrido, se ha establecido, que existen proteinas quinasas de la familia
SnRK2s (subclase III), consideradas reguladores positivos de la sefializacion por ABA,
capaces de interaccionar con proteinas PP2Cs (Yoshida et al., 2006; Park et al., 2009).
De hecho, se ha visto que en ausencia de ABA, las PP2Cs defosforilan e inactivan a las
quinasas de tipo SnRK2s (Umezawa ef al., 2009).

El descubrimiento de que los receptores de tipo PYR/PYL/RCAR, son
reguladores negativos de las PP2Cs, que a su vez, regulan negativamente a las SnRK2s,
es la base de un modelo de sefializaciéon por ABA, mediado por una doble sefializacion
negativa. Segun este modelo, en condiciones normales las PP2Cs defosforilarian a las
SnRK2s inactivandolas, por lo que la sefial de ABA no se transmitiria. En presencia de
ABA, el complejo formado por el ABA y el receptor PYR/PYL/RCAR, interacciona
con la PP2C y la inhibe. De este modo, las SnRK2s se liberan de su inhibicién y son
capaces de transmitir la sefial de ABA. Esta ruta de sefializacion se ha reconstituido in
vitro (Fujii et al 2009). Por lo tanto, el funcionamiento de estas proteina fosfatasas
como reguladores negativos de la respuesta a ABA, es similar al descrito para otros
represores de la respuesta hormonal, como las proteina DELLA o CTR en Ia
sefalizacion por auxinas y etileno, respectivamente. En todos estos casos, la respuesta a
la hormona se haya reprimida de forma constitutiva, y la presencia de la hormona inhibe
al represor, induciendo asi la respuesta (revisado en Cutler ef al., 2010).

Ademas de las quinasas SnRK2s, se han identificado otras dianas de las PP2Cs,

que sugieren una implicacion de la sefializacion por ABA en la homeostasis de cationes
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en respuesta a estrés. Por ejemplo, se ha descrito que ABI2 interacciona con SOS2, una
quinasa de la familia SnRK3 implicada en la tolerancia a sal en A. thaliana (Ohta et al.,
2003, y que PP2CA es capaz de interaccionar con el canal de potasio AKT2 (Chérel et
al., 2002). Por ultimo, se ha visto que la regulacion del canal de potasio AKT1 estad
mediada por proteinas quinasas de la familia SnRK3s/CIPKs (“CBL-Interacting Protein
Kinase”) y por la proteina fosfatasa de tipo 2C AIP1 (Lee et al., 2007b).

Finalmente, el descubrimiento de que las proteinas SWI3B y una pre-proteina de
fibrina son también dianas de proteinas PP2Cs, sugiere una posible relacion entre la
sefalizacion por ABA y la remodelacion de la cromatina, o la fotoinhibicion por exceso

de luz, respectivamente (revisado en Cutler et al., 2010).

C) Proteina quinasas implicadas en la sefializacion por ABA

Se conocen diversas proteina quinasas implicadas en la sefializacion por
abscisico. Algunas de ellas, como las SnRK2s nombradas anteriormente, act@ian de
manera independiente de calcio, mientras que otras como las SnRK3s/CIPKs y las
CDPKs/CPKs (“Calcium Dependent Protein Kinase”) son dependientes de calcio.

Como se ha comentado anteriormente, las SnRK2s actuan como reguladores
positivos de la respuesta a ABA. En A. thaliana existen 10 SnRK2s y 3 de ellas, se han
caracterizado funcionalmente: SnRK2.6/OST1 (“Open STomata 1) (Mustilli et al,
2002; Sirichandra et al., 2009b), SnRK2.2 y SnRK2.3 (Fujii et al., 2007). El triple
mutante snrk2.2 snrk2.3 snrk2.6 es casi totalmente insensible a todas las respuestas
mediadas ABA: inhibicion de la germinacion y crecimiento de la plantula, expresion
génica y apertura-cierre de estomas, lo que demuestra la importancia de estas tres
quinasas en la sefializacioén por abscisico (Fujii y Zhu 2009). De acuerdo a los fenotipos
del mutante simple ost/ y del doble mutante snrk2.2 snrk2., parece que las quinasas
SnRK2.2 y SnRK2.3 tendrian una mayor importancia en la germinacion y crecimiento
de la raiz, y en la activacion transcripcional de genes de respuesta a ABA, mientras que
la quinasa OST1 tendria un papel mas relevante en la apertura-cierre de estomas. Sin
embargo, las tres quinasas funcionan de forma redundante en estos procesos, ya que el
triple mutante muestra defectos mas severos en la sefializacion (Fujii y Zhu 2009). Otras
proteinas de esta familia como SnRK2.7 y SnRK2.8 también son activadas por ABA,
aunque tendrian un papel menos relevante en la sefializacion.

Las proteinas de la familia SnRK3s interaccionan con proteinas de union a

calcio, del tipo SOS3/ScaBPs/CBLs (“SOS3/SOS3-like  calcium  Binding
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Protein/Calcineurin B-Like Protein”). Al contrario que las SnRK2s, estas quinasas
actian como reguladores negativos de la respuesta a ABA. Concretamente la quinasa
CIPK3/PKS12 parece regular la sefializacion de ABA en semillas (Kim et al., 2003),
mientras que la quinasa CIPK23 tendria una mayor relevancia en la sefializacién por
ABA en los estomas (Cheong et al, 2007). Por ultimo, la quinasa CIPK15/PKS3
actuaria como regulador negativo tanto en semilla como en estomas (Guo et al., 2002).

Finalmente, las quinasas de tipo CDPKs/CPKs poseen en un mismo péptido el
dominio quinasa y el dominio sensor de calcio. Estas quinasas, al igual que las SnRK2s,
actuan como reguladores positivos de la respuesta a ABA. La caracterizacion fenotipica
de mutantes de pérdida de funcidon en las proteinas CPK3, CPK6 indica que actian
como reguladores positivos de la sefalizacion por ABA en estomas. Sin embargo, las
mutaciones de pérdida de funcion en CPK4 y CPKI11 otorgan un fenotipo pleiotropico
de insensibilidad a ABA tanto en apertura y cierre de estomas como en crecimiento
temprano (revisado en Cutler et al., 2010).

Por lo tanto, existen numerosas quinasas implicadas en la sefializacion por ABA,
que pueden actuar bien como reguladores positivos, o como reguladores negativos de la
sefnalizacion. Con este gran numero de proteinas implicadas, parte de la sefializacion es
redundante, si bien parece que existen componentes de la sefializacion cuyo papel es
mas relevante para alguna de los procesos regulados por ABA (como la germinacion y

crecimiento temprano, o la regulacion de la apertura-cierre de estomas).
1.6 Biologia molecular en A. thaliana

1.6.1 Empleo de A. thaliana como sistema modelo

En la investigacion biologica siempre ha sido necesario el empleo de sistemas
modelo para comprobar o refutar modelos teoricos. Al principio, se empleaban los
organismos mas accesibles o manejables y, con el tiempo, la investigacion en un area
determinada tiende a concentrarse en una especie en concreto (especie modelo), que
posee un conjunto de caracteristicas apropiadas para dilucidar procesos biologicos.

Arabidopsis thaliana es una planta autdgama, perteneciente a la familia de las
brasicaceas o cruciferas. Aunque carece de importancia agronémica retine una serie de
caracteristicas que hacen que actualmente sea el modelo vegetal mas ampliamente

empleado en estudios de biologia celular y molecular de plantas (Meyerowitz 1989).
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En primer lugar, es un organismo eucariota y pluricelular, por lo que permite
abordar estudios de respuesta integrada frente a un estrés. Ademads, posee un pequenio
tamafio (30-40 cm de altura), un ciclo de vida corto (2-3 meses), una elevada
produccion de semillas (>10.000 semillas/planta), y un genoma pequefio (125 Mb), y
completamente secuenciado.

Por otro lado, las herramientas de biologia molecular como la mutagénesis,
etiquetado de genes, rastreo de mutantes, clonaje posicional o la transformacion
genética mediante Agrobacterium tumefaciens, pueden llevarse a cabo en A. thaliana.

Por todo ello, la comunidad cientifica emplea este organismo vegetal, y se han
obtenido colecciones de lineas mutantes que se encuentran disponibles en centros como
el “Nottingham Arabidopsis Stock Centre” (NASC) o el “Arabidopsis Biological
Resource Centre” (ABRC), que pueden resultar muy utiles en trabajos de gendmica

funcional (www.arabidopsis.info).

1.6.2 Estrategias para la identificacion de genes involucrados en la

tolerancia a estrés

Existen diversas estrategias para identificar genes involucrados en la tolerancia a
estrés en plantas, que podrian clasificarse en: estrategias de genética directa, de genética
reversa, o las “Omicas”.

En las estrategias de genética directa, se selecciona de una poblacion el
individuo que posee el fenotipo deseado, para luego determinar el gen o ruta causante
de dicho fenotipo. En este tipo de estrategias se emplea la variacion natural, o la
inducida mediante agentes mutagénicos, como el EMS (Etil Metano Sulfonato), los
rayos ultravioleta, los transposones, o el T-DNA. En el caso de emplear la variacion
inducida por agentes mutagénicos, se genera una coleccion de mutantes, sobre los
cuales se realizard un rastreo en busca del fenotipo de interés. Una vez identificado el
mutante, se procedera al analisis genético y funcional que determine el gen responsable
del fenotipo observado.

Las estrategias de genética reversa, se basan en una hipdtesis previa segin la
cual un determinado gen (candidato) puede tener una funcion relevante en un proceso
de interés, como la tolerancia a estrés. Partiendo de esta suposicion, se realiza un
andlisis funcional del gen, por ejemplo obteniendo mutantes de pérdida de funcion, o

sobreexpresandolo, y estudiando los fenotipos de estas plantas. Esta estrategia puede
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indicar cual es el papel concreto que desempefia un gen en la tolerancia al estrés
estudiado.

Actualmente, se emplean cada vez mas estrategias de transcriptomica,
protedmica, o metabolomica (“0micas”), que analizan desde una perspectiva global, el
perfil de expresion genética, de proteinas traducidas, o de metabolitos presentes en una
situacion de estrés. Este tipo de estrategias, aportan mucha informacion, sefialando a
procesos o genes que pueden ser relevantes para la tolerancia al estrés. Las hipdtesis
realizadas en base a esta informacion, deberdn ser contrastadas mediante posteriores
estudios aplicando, por ejemplo, estrategias de genética reversa.

Existen, por tanto, numerosas estrategias para abordar un tema de interés como
la tolerancia a estrés. De cada una de ellas se obtienen resultados diferentes y
complementarios, por lo que resulta siempre enriquecedor emplear varias de ellas para
abordar un mismo fenémeno. Por ello, en este trabajo se ha utilizado, por un lado, una
estratégia de transcriptomica, y por otro lado, una estrategia de genética directa, para

tratar de abordar la homeostasis de pH en A. thaliana.

1.6.3 Activacion transcripcional en A. thaliana

Como se ha indicado en el apartado anterior, el T-DNA puede emplearse como
agente mutagénico (mutagénesis insercional). Las mutaciones asi obtenidas son,
generalmente, de pérdida de funcion y recesivas. Este tipo de mutaciones tiene
limitaciones a la hora de realizar un rastreo. Por ejemplo, si existe redundancia génica
puede ocurrir que una mutaciéon en un gen de interés no sea identificada. Por otra parte,
pueden existir genes cuya pérdida de funcion resulte letal, por lo que no sea posible
estudiar el mutante en dicho gen para determinar su funcion.

Para tratar de solventar estos problemas, es posible emplear otras técnicas de
mutagénesis insercional como la activacion transcripcional. Esta técnica se basa en la
insercion en el genoma de A. thaliana, de un T-DNA que contiene un activador
transcripcional, generalmente el 35S del virus del mosaico de la colliflor (CaMV). Para
ello, se emplea como vector un pladsmido de caracteristicas similares al de la Figura 3.1
(Weigel et al., 2000), con el que se transformard A. tumefaciens y luego A. thaliana.
Mediante esta técnica se pretende que los activadores transcripcionales incrementen la

expresion de los genes adyacentes a la insercion de T-DNA, obteniendo asi mutantes
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dominantes. Sin embargo, también es posible que la insercidon ocurra interrumpiendo un
gen, provocando una mutacion de pérdida de funcion (generalmente recesiva).

Entre las colecciones de mutantes disponibles en el NASC, se encuentran
algunas que emplean esta técnica como las donadas por el Dr. Weigel, o por los Drs.
Sheible y Sommerville (www.arabidopsis.info). Parte de esta Gltima coleccion ha sido
empleada en la presente tesis doctoral para aislar mutantes tolerantes a la acidificacion

intracelular causada por el 4cido acético.
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Objetivos

El objetivo general de la presente tesis doctoral es determinar y estudiar los
mecanismos implicados en la homeostasis de pH en A. thaliana, mediante el uso
simultdneo de una aproximacion genética y una transcriptomica. Para la consecucion de

este objetivo, se plantean los siguientes objetivos parciales:

1. Aislamiento de lineas mutantes de A. thaliana tolerantes a acido acético, durante
la germinacion y establecimiento de la plantula, a partir de una coleccion de
lineas transgénicas “activation tagging”.

2. Caracterizacién fenotipica de una linea mutante seleccionada, en diferentes
estadios de desarrollo, tanto en condiciones normales como en presencia de
estrés abidtico.

3. Caracterizacion genética del mutante que determine la localizacion de la
insercion del T-DNA y su correlacion con el fenotipo del mutante, el caracter
dominante o recesivo de la mutacidén estudiada, y el gen responsable de los
fenotipos observados.

4. Analisis bioinformatico del gen y de la proteina objeto de estudio.

5. Estudio de posibles mecanismos que expliquen los fenotipos que presenta el
mutante seleccionado.

6. Estudio de la respuesta transcripcional al estrés por acido acético en A. thaliana.
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Materiales v Métodos

3.1 Material biologico

3.1.1 Arabidopsis thaliana

Las lineas utilizadas para el rastreo con acido acético pertenecen a la coleccion
de semillas donada por W. Sheible y C. Somerville al NASC. Esta coleccion, que se
distribuye como generacion T4, estd formada por 63.000 lineas obtenidas por
transformacion del ecotipo silvestre (Columbia, Col-2) con el vector pSKII5 de D.
Weigel (Weigel et al., 2000). Los principales componentes del vector pSKI15 desde el
borde izquierdo (LB) hasta el borde derecho (RB) del T-DNA son los siguientes (Figura
3.1):

e El gen de resistencia al herbicida glufosinato (gen BAR), que permite la
seleccion en tierra y en cultivo in vitro de las lineas transgénicas.

e El plasmido pBluescriptKS(+) (Stratagene) que contiene el gen bacteriano de
resistencia al antibidtico ampicilina. Este pldsmido permite realizar la técnica
de rescate plasmidico para la localizacion de la insercion de T-DNA dentro del
genoma de la planta.

e  Cuatro copias del activador de la transcripcion 35S del virus del mosaico de la
coliflor (CaMV), cuya funcion es aumentar la expresion de los genes

adyacentes a la insercion de T-DNA, desde su propia caja TATA.
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Sad ~ |

1 \
pSKI015 | saa
LB (10138 bp) ‘
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Kpnl |
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Spel

BssSI
BssSI

BssSI
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Figura 3.1: Esquema del vector pSKIO015.
Empleado en la generacion de las lineas
mutantes de T-DNA (modificada de Weigel et
al., 2000)
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Durante el desarrollo del presente trabajo se han empleado, ademés de estas
lineas transgénicas, diversos ecotipos, mutantes y lineas transgénicas de A. thaliana, que

se describen a continuacion:

A) Ecotipos silvestres:
Columbia 2 (Col-2): Fue suministrado por el NASC (N907) y se ha empelado

como ecotipo silvestre de las lineas transgénicas anteriormente descritas.

Columbia 0 (Col-0): Fue suministrado por el NASC (N1092) y se ha empleado
como control de los mutantes nAx.

Wassilewskija (WS): Proviene del ABRC con ntimero de lote CS1601. Se ha

empleado como ecotipo silvestre del mutante zdt.

B) Mutantes:
Mutante m470-1: Alelo mutante del /ocus At3g55470, suministrado por el

NASC, perteneciente a la coleccion SALK de lineas mutantes, cuyo codigo de
identificacion es el nimero N661310. Se encuentra en el fondo genético Columbia y fue
obtenido por insercién de T-DNA.

Mutante m470-2: Alelo mutante del locus At3g55470, perteneciente a la
coleccion SAIL de lineas mutantes, suministrado por el NASC cuyo cédigo de
identificacion es el niumero N878773. Se encuentra en el fondo Columbia y fue
obtenido por insercién de T-DNA.

Mutante tdt: Mutante en el transportador de malato vacuolar TDT (“Tonoplast
Dicarboxylate Transporter’). Suministrado por el Dr. Ekkehard Neuhaus (Hurth et al.,
2005).

Doble mutante vha-a2 vha-a3 (a2a3): Doble mutante de las dos isoformas de la
subunidad “a” (subunidad integral de membrana) de la H'-ATPasa vacuolar (V-
ATPasa). Suministrado por la Dra. Karin Schumacher (Krebs et al., 2010).

Mutantes nhxI.1 y nhx1.3: Mutantes de inserciéon de T-DNA en el gen NHX]
(At5g27150), suministrados por el laboratorio del Dr. Jose Manuel Pardo del Instituto
de Recursos Naturales y Agrobiologia de Sevilla (IRNASE).

Mutante nhx2.1: Mutante nulo en el gen NHX2 (At3g05030). Suministrado por
el laboratorio del Dr. J. Manuel Pardo (IRNASE).

Doble mutante nhx2.1 nhxl1.3: Doble mutante obtenido a partir de los dos

genotipos anteriores. Suministrado por el laboratorio del Dr. J. Manuel Pardo
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(IRNASE).

Mutante aba 2-11 (“ABA deficient”): Alelo mutante por insercion de T-DNA
en el gen Atl1g52340 que codifica para la enzima ABA2, deshidrogenasa requerida en la
biosintesis de &cido abscisico (Gonzalez-Guzman et al., 2002). Suministrado por el
laboratorio del Dr. Pedro Rodriguez.

Mutante abi 1-2 (“ABA insensitive 17): Alelo mutante de pérdida de funcién
por insercion de T-DNA (SALK 72009) en el gen ABI1 (At4g26080.1), que codifica
para una fosfatasa que actia como regulador negativo en la ruta de transduccion de
sefal de acido abscisico (ABA) (Saez et al., 2006). Suministrado por el laboratorio del
Dr. Pedro Rodriguez.

Mutante habl-1 (“Hypersensitive to ABA”): Mutante de pérdida de funcion
por insercion de T-DNA en el gen Atlg72770 que codifica para una proteina fosfatasa
2C implicada en la sefializacion por ABA (Saez et al, 2004). Suministrado por el
laboratorio del Dr. Pedro Rodriguez.

Doble Mutante habl-1 abil-2. Doble mutante obtenido a partir de las dos lineas

anteriores (Saez et al., 2006). Suministrado por el laboratorio del Dr. Pedro Rodriguez.

C) Lineas transgénicas:

Transgénicas AVP: Plantas transgénicas sobreexpresando la pirofosfatasa
vacuolar (AVP1), suministradas por el Dr. Gaxiola (Gaxiola et al., 2001).
Transgénicas 35S:HABI1: Plantas transgénicas sobreexpresando la fosfatasa 2C

HABI (Saez et al., 2004). Suministrado por el laboratorio del Dr. Pedro Rodriguez.

3.1.2 Escherichia coli

Las distintas cepas empleadas en este trabajo se describen a continuacion.

XL1-Blue MRF’: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1
recAl gyrd96 reldl lac [E’ proAB lacl?ZAM15 Tnl0 (Tet")]. Empleada como cepa de
transformacion (electroporacion) en el rescate plasmidico, ya que las mutaciones mcrA,
mcrB 'y mrr que contiene le impiden digerir DNA de organismos superiores con
metilacion GC™.

DH50: F ®80dlacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl hsdR17(x,
my") phoA supEA44x'thi-1 gyrA96 relAl. Empleada como cepa convencional de

transformacion (choque térmico) con plasmidos recombinantes.
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3.1.3 Agrobacterium tumefaciens

Se ha empleado la cepa CV2260 que contiene el plasmido Ti desarmado

pGV2260 (pTiB6S3AT-DNA) (Amp') como cepa para transformar A. thaliana.

3.1.4 Vectores de clonacion y transformacion

pBluescriptSK(+)(Stratagene): Plasmido multicopia empleado como vector
convencional de clonacion (Figura 3.2 A). Posee un sitio de clonacion multiple (MCS),
el gen marcador de resistencia al antibiotico ampicilina y el fragmento lacZo para
confirmar la introduccion del inserto en el sitio de clonacion.

pBI121: Plasmido binario derivado de pBIN19 (Bevan, 1984), utilizado para la
transformacion de A. thaliana. En la region comprendida entre las zonas LB y RB (T-
DNA) contiene el gen delator GUS y el gen NPT Il que confiere resistencia a

kanamicina (Figura 3.2 B).

A Sspl2sso SoP122 B
Nae | 333
Pvu 1503
Pvull 532

pBluescript SK (+)
2958 bp

Xmn | 2645

Scal 2526

Pvul2416 NPT Il CDS
N

RB pBI121
PstIl

NPT Il CDS
SphI

Pvull 977

Afl Il 1153

Figura 3.2: Esquema de los plasmidos pBLuescriptSK(+) (A) y del plasmido pBI121 (B).

PCR®8/GW/TOPO®: Plasmido que incorpora la tecnologia Gateway® de la
empresa Invitrogen. Se comercializa linealizado y en ambos extremos se ha afiadido un
residuo deoxitimidina (T) al que se une covalentemente la enzima topoisomerasa. Este
plasmido se ha empelado para clonar de forma rapida productos de PCR, que
posteriormente pueden ser transferidos a otro plasmido destino con la tecnologia
Gateway® (Figura 3.3 A).

pEarleyGatel100: Plasmido binario que incorpora la tecnologia Gateway® de la
empresa Invitrogen y que fue donado por Craig Pikaard y Keith Earley (Universidad de
Washington, St. Louis) al ABRC (Earley et al., 2006). En la region comprendida entre

el LB y RB el plasmido contiene el gen BAR que otorga resistencia al herbicida
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glufosinato (BASTA) (Figura 3.3 B). El vector posibilita la sobreexpresion de un gen de
interés en A. thaliana, al incorporar su secuencia tras el promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV).

pEarleyGatel103: Plasmido binario que incorpora la tecnologia Gateway® de la
empresa Invitrogen y que fue donado por Craig Pikaard y Keith Earley (Universidad de
Washington, St. Louis) al ABRC (Earley et al., 2006). Este plasmido permite clonar,
mediante la tecnologia Gateway, un gen de interés en pauta de lectura con la proteina
GFP y con 6 histidinas. Asimismo, contiene entre el LB y el RB el gen BAR de
resistencia al herbicida glufosinato (BASTA), (Figura 3.3 B).

B
RB
/
/4 ocs 3
P
_/;g.j(f'
® ® MGATEWAY
pCR®8/GW/TOPO
2817 bp pEarleyGate
Vector:
BAR 35S attR1 CmR ccdB attR2 OCS
100 LB e RB
BAR 35S atR1 CmR cocdB atR2 GFP 6xHis OCS
103 LB —— —mm—RB

Figura 3.3: Esquema de los plasmidos PCRS8 (A), pEarleyGate100 y pEarleyGate 103 (B).

RAFL16-68-C06: Plasmido que forma parte de los clones “RIKEN Arabidopsis
full-length (RAFL) ¢cDNA clones” del “Riken Genomic Science Center” (GSC) de
Yokohama, Japon. El plasmido deriva del pBluescript y su principal caracteristica es
que contiene el cDNA del gen At3g55470 (Figura 3.4).

RAFLO07-10-F22: Plasmido que forma parte de los clones “RIKEN Arabidopsis
full-length (RAFL) cDNA clones” del GSC de Yokohama, Japon. El plasmido deriva del
pBluescript y su principal caracteristica es que contiene el cDNA del gen At3g55480
(WATI) (Figura 3.4)
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[—
modified bluescript 1
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Insert
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B° s
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TGTAAAACGACGGCCAGTGAATTATAATACGACTCACTATAGGGGAATTGGGTACCGRACCCCC
Fwd Primer(M13-21) T7 Promotor
COTCAATTLGOCAAATCGGCCCTOGAGTTAATTAAATTAATCOOCCOCCC0C=2===>AAAAAAA
fil Yhol cDNA
AAAAAAAAAGAGCTC ATAAG ATAGCTCCAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAA
Sstl f T3 Promotor

TTTCGAGCTTGGOGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTATGAAATTGTT

Rev primer (1233)

Figura 3.4: Esquema general de los plasmidos
RAFL. Bajo el vector se muestra la secuencia que

flanquea el inserto.
3.2 Medios de cultivo y solucion nutritiva

Todos los medios detallados a continuacion se esterilizan en autoclave durante
20 minutos a 120 °C y 1 atmosfera de presion. Las sustancias termoldbiles, o
susceptibles de evaporacion a altas temperaturas, como la norespermidina, el 4cido
abscisico, el herbicida glufosinato (BASTA), los antibidticos (ampicilina, kanamicina,
espectinomicina) y el 4cido acético, propidnico y soérbico, se afiaden al medio ya estéril

y enfriado por debajo de los 50 °C.

3.2.1 Medios para crecimiento de A. thaliana

A) Medio Murashige-Skoog (MS):

Medio empleado de forma rutinaria para el cultivo in vitro de A. thaliana. Esta
compuesto por sales MS (Sigma-Aldrich) al 0,4 %, sacarosa al 1% (p/v) y 10 mM de
MES (4cido 2-N-morfolino etanosulfonico). Para todos los experimentos en los que se
anaden acidos débiles al medio, y para sus controles, el pH se ajusta a 5,5. Asimismo,
en estos casos, el acido a anadir se ajusta previamente a pH 5,5 con tris. En los demas
casos, el pH se lleva a 5,7. Para el medio sélido, se agrega agar al 0,8 % (p/v)
(Pronadisa). En algunos experimentos se ha empleado este mismo medio, pero

eliminando la sacarosa.
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B) Medio con K' limitante:

Medio utilizado para el crecimiento de A. thaliana a bajas concentraciones de K
y para los ensayos de toma de rubidio. EI medio se compone de sacarosa al 1%, 2,5
mM de MES, 2 mM de NH4H,POy, y la siguiente solucion de micronutrientes: 2,5 mM
Ca(NOs),, 2 mM MgSOy, 0,1 mM NaFeEDTA, 80 uM Ca(H,POs),, 25 uM CaCl,, 25
uM H3;BO;, 2 uM ZnSOy, 2 uM MnSOy, 0,5 uM CuSOy, 0,5 uM NaMoOy, 0,01 uM
CoCl,. El pH se ajusta a 5,7 con CaOH. El potasio se afiade como KCI hasta alcanzar
las concentraciones indicadas en cada caso. Para los medios solidos se agrega agarosa al

0,8% (p/v) (Pronadisa).

3.2.2 Medios para el crecimiento de bacterias

A) Medio LB:

Medio empleado para el crecimiento de E. coli y A. tumefaciens. Estd compuesto
por 1% (p/v) triptona, 0.5% (p/v) extracto de levadura y 1% (p/v) NaCl. El pH se ajusta
a 7 con NaOH. Para los medios solidos, se agrega 2% (p/v) de agar. Cuando se requiere,
se agregan antibidticos al medio con las siguientes concentraciones finales: ampicilina

(100 mg/1), kanamicina (50 mg/l) y espectinomicina (50 mg/l).

B) Medio SOC:

Medio empleado para crecer las células de E. coli y A. tumefaciens después de
ser transformadas por electroporacion. Estd compuesto por 2% (p/v) triptona, 0,5%
(p/v) extracto de levadura, 10 mM NaCl y 2,5 mM KCI, el pH se ajusto a 7 con NaOH.
Después de autoclavar se agregan soluciones estériles de MgCl, y glucosa a una

concentracion final de 10 y 20 mM, respectivamente.

C) Medio SOB:

Medio utilizado para el crecimiento de E. coli previo a la preparacion de células
competentes para choque térmico. La composicion del medio es la siguiente: 2% p/v
triptona, 0,5% p/v extracto de levadura, 10 mM NaCl, 3 mM KCI, 10 mM MgCl, y 10
mM MgSO,.

3.2.3 Solucion nutritiva

Soluciéon de minerales usada para regar las plantas de A. thaliana crecidas en
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cultivo hidropdnico y para los experimentos de estrés por NaCl y LiCl en invernadero.
Estd compuesta por los siguientes macro y micronutrientes: 4 mM KNOs;, 4 mM
Ca(NOs)z, 1,5 mM MgSOy, 0,75 mM KH,PO4, 0,035% (p/v) EDTA-FeSO4, 70 uM
H;BOs, 14 uM MnCly, 0,5 uM CuSOs, 1 uM ZnSOq, 0,2 uM Na;MoOy, 10 uM NaCl,
0,01 uM CoCl,. El pH de la solucién es 6,5.

3.3 Manipulacion y crecimiento de A. thaliana

3.3.1 Esterilizacion de semillas

Las semillas se esterilizan en su superficie tratandolas en primer lugar con una
solucion de etanol al 70% (v/v) y Triton X-100 0,1% (v/v) durante 15 minutos. A
continuacion se elimina el etanol y se afiade una segunda soluciéon compuesta de lejia al
2,5% (v/v) y Triton X-100 0,05% (v/v). Finalmente, las semillas se lavan 3 veces con
agua destilada. La estratificacion de las semillas se lleva a cabo dejandolas en agua

estéril a 4 °C durante 3 dias.

3.3.2 Cultivo in vitro en medio solido

Para el cultivo in vitro en horizontal se utilizan placas petri de 9 cm de didametro
con 25 ml de medio cada una. Para el cultivo en vertical se emplean placas cuadradas de
12 cm de lado con unos 50 ml de medio cada una. En ambos casos, las placas se sellan
con cinta porosa (Micropore) y se incuban en una camara con condiciones controladas
de 23°C de temperatura, fotoperiodo de dia largo y una intensidad de luz de

100 uE'm?s™.

3.3.3 Cultivo in vitro en medio liquido

El cultivo de A. thaliana en medio liquido se realiza en placas de cultivo en
suspension de 6 pocillos CELLSTAR (Greiner). En cada uno de los pocillos se colocan
7 ml de medio y se depositan 3 plantulas de 6 dias (plantulas que han sido cultivadas
durante 6 dias en medio MS so6lido). Las placas se mantienen en agitacion (90-110
rpm) en una cdmara con las condiciones descritas en el apartado 3.3.2, hasta obtener la

cantidad deseada de material vegetal (al menos 10 dias).
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3.3.4 Cultivo en invernadero

Las plantas de A. thaliana, se cultivan en una mezcla 2:1 de turba (Biolan):
vermiculita exfoliada (Asfaltex). Las macetas se colocan en bandejas que se irrigan 2
veces por semana. Las condiciones de crecimiento en el invernadero son de dia largo,
23 °C de temperatura, 70% de humedad relativa y una intensidad de luz aproximada de

130 pE'm™s™.

3.3.5 Cultivo hidroponico

Esta es la forma de cultivo empleada para experimentos en los que es necesario
obtener una cantidad considerable de raiz de A. thaliana. El sistema empleado es el
descrito por Tocquin et al., en 2003 y comercializado por la empresa ARAPONICS. En
resumen, se compone de un recipiente inferior donde se coloca la solucion nutritiva y
una tapa superior con agujeros a los que se acoplan pequefios microtubos con el fondo
abierto. Estos microtubos se rellenan de 0,7 % de agar y sobre ese agar se siembran las
semillas, previamente esterilizadas. De ese modo la raiz en crecimiento atraviesa el agar
y crece libremente en la solucion de la bandeja inferior. Las plantas se cultivan en una
camara con las condiciones descritas en el apartado 3.3.4, pero en dia corto (8 horas de

luz y 16 horas de oscuridad).
3.4 Manipulacion y crecimiento de Escherichia coli

Para el crecimiento en medio liquido de E. coli, se utilizan tubos de 15 ml o
matraces estériles, que se colocan en un incubador orbital a 37 °C con una velocidad de
agitacion de entre 200 y 250 rpm. En el caso de crecimiento en medio so6lido, las placas

se depositan invertidas en una estufa a 37 °C.

3.4.1 Preparacion de células competentes

A) Células competentes para choque térmico:

Se afiaden 400 pl de un cultivo saturado de E. coli (cepa DH5a) a 200 ml de
medio SOB y se incuba a temperatura ambiente hasta alcanzar una absorbancia (Aj=sco )
de 0,5-0,7. Se recogen las células por centrifugacion en frio a 5.000 rpm durante 5
minutos, y se resuspenden en 10 ml de TB (“Transformation Buffer”) frio (0,48% p/v
Pipes (“Piperazine-N,N -bis[2-ethanesulphonic acid]”’), 16 mM CaCl, 170 mM KCI,
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40 mM MnCl,, ajustado a pH 6,7). Tras una incubacion de 10 minutos en hielo, se
realiza otra centrifugacién en frio de 5 min a 5.000 rpm. Finalmente, las células se
resuspenden en 10 ml de TB frio y se agregan 750 pl de dimetilsulféxido (DMSO). Tras
incubar de nuevo 10 minutos en hielo, se distribuyen las células en alicuotas de 100 pl

que se guardan a -80 °C.

B) Células competentes para electroporacion:

Se inoculan 100 ml de medio LB con 1 ml de cultivo saturado de E. coli (cepa
XL1-Blue MRF) y se incuba a 37°C hasta una A)—¢60 de 0,8. Las células se recogen por
centrifugacion en frio a 4.000 rpm durante 10 minutos y se lavan 2 veces con agua
estéril fria y 1 vez con glicerol frio al 10% (v/v). Finalmente las células se resuspenden
en 0,6 ml de glicerol frio al 10%, se distribuyen en alicuotas de 100 pl y se guardan a -

80 °C.

3.4.2 Transformacion de células competentes

A) Choque térmico:

Se afiade el pldsmido, o mezcla de ligamiento, a una alicuota de células
competentes y se coloca 30 minutos en hielo. Transcurrido ese tiempo se realiza un
choque térmico de 1 minuto a 42 °C, e inmediatamente se coloca en hielo durante 2
minutos. A continuacion, se agregan 900 pl de medio LB y se incuba 1 horaa 37 °C en
agitacion. Finalmente, se extienden 150 pl en una placa de LB con el antibidtico

adecuado, segun el plasmido empleado.

B) Electroporacion:

Se afade el plasmido o mezcla de ligamiento a una alicuota de células
competentes y se transfiere a una cubeta para electroporacion, previamente enfriada, de
0,1 cm de separacion entre electrodos. La electroporacion se realiza utilizando el
aparato “Gene Pulser” (Bio-Rad) a 200 Q, 25 uF y 1,7 kV, y se aplica un pulso de unos
4 milisegundos. A continuacion, se agregan 0,9 ml de medio SOC y se incuba durante 1
hora a 37 °C en agitacion. Finalmente, se extienden 150 pl en una placa de LB con el

antibiotico apropiado.
3.5 Manipulacion y crecimiento de Agrobacterium tumefaciens

Para el crecimiento en medio liquido de A. fumefaciens se utilizan tubos o
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matraces estériles que se colocan en un incubador orbital a 28 °C, con una velocidad de
agitacion de entre 200 y 250 rpm. En el caso de crecimiento en medio s6lido, las placas

se colocan invertidas en una estufa a 28 °C.

3.5.1 Preparacion de células competentes

Se genera un cultivo saturado de A. tumefaciens de 10 ml de LB con ampicilina.
Se inoculan 100 ml de medio LB sin antibidtico con 1 ml del cultivo saturado, y se
incuba a 28 °C durante una noche. Las células de este cultivo se recogen por
centrifugacion en frio a 5.000 rpm durante 15 minutos y se lavan 2 veces con agua
estéril fria. Finalmente se resuspenden las células en 4 ml de glicerol frio al 10% (v/v) y

se dividen en alicuotas de 0,2 ml que se guardan a -80 °C.

3.5.2 Transformacion mediante electroporacion

Se agrega el plasmido a transformar a una alicuota de células competentes y la
mezcla se coloca en una cubeta de electroporacion, previamente enfriada, de 0,2 cm de
separacion entre electrodos. La electroporacion se realiza utilizando el aparato Gene
Pulser (Bio-Rad) a 1 kQ, 25 uF y 2 kV. Tras la electroporacion, se agregan 0,9 ml de
medio SOC y se incuba durante 2-3 horas a 28 °C en agitacion. Finalmente se extienden

las células en una placa de LB con el antibidtico de seleccion.
3.6 Purificacion y manipulacion de acidos nucleicos

3.6.1 Aislamiento de DNA plasmidico

A) Escherichia coli:

Para el aislamiento de DNA plasmidico de E. coli se emplea el método descrito
por Holmes y Quigley (1981). Las células de 2 ml de cultivo crecidas en medio LB con
el antibidtico selectivo se recogen por centrifugacion y se resuspenden en 0,5 ml de
STET (10% p/v sacarosa, 50 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM EDTA y 1% v/v Triton X-
100), se afiaden 5 pl de lisozima 5% (p/v) y se calienta a 95 °C durante 2 minutos para
lisar las células. A continuacion, se centrifuga a 12.000 rpm durante 10 minutos y se
elimina el sedimento (restos celulares y DNA cromosémico). Al sobrenadante se le
agregan 400 pl de isopropanol y se deja precipitar a -20 °C durante 15 minutos.

Transcurrido ese tiempo, se centrifuga a 12.000 rpm durante 10 minutos y se resuspende
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el precipitado en 200 pl de agua estéril, se anaden 700 pl de etanol absoluto:acetato de
amonio (6:1) y se deja a -20 °C durante 20 minutos. A continuacion, se centrifuga a
12.000 rpm durante 10 minutos y se lava el precipitado con etanol 70% (v/v).
Finalmente el precipitado se resuspende en 15 pul de agua estéril.

En caso de que sea necesario secuenciar el plasmido aislado, se realiza
previamente un tratamiento con RNAasa y fenol:cloroformo:isoamilico (PCI) en
proporcion 25:24:1, del siguiente modo: Se anade agua estéril hasta un volumen final de
100 pl, y se agrega 1,5 ul RNAasa 1% (p/v). La mezcla se incuba a 37 °C durante 40
minutos. Transcurrido ese tiempo, se afladen 100 pl de PCI, se mezcla y se centrifuga a
12.000 rpm durante 10 minutos. Después se toma la fase acuosa superior, se coloca en
un tubo nuevo, se afiade el doble de volumen de etanol acetato sddico (1 ml acetato
sodico 3 M en 20 ml de etanol absoluto: EtAcNa) y se incuba a -20 °C un minimo de 2
h. Finalmente, se centrifuga a 12.000 rpm durante 10 minutos, se lava el precipitado con
etanol 70%, se deja secar el precipitado para eliminar el etanol y se resuspende en 15 pl

de agua estéril.

B) Agrobacterium tumefaciens:

Las células de 2 ml de cultivo saturado crecido en medio LB con el antibiodtico
apropiado, se recogen por centrifugacion y se resuspenden en 100 ul de tampodn de lisis
a 4°C (50 mM glucosa, 25 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM EDTA y 0,4% p/v lisozima).
La suspension se agita con el vortex y se incuba en primer lugar a temperatura ambiente
durante 10 minutos y posteriormente 5 minutos en hielo. A continuacion, se afiaden 200
ul de solucion de lisis (0,2 M NaOH y 1% p/v SDS), se mezcla suavemente y se incuba
a temperatura ambiente durante 30 minutos. Transcurrido ese tiempo, la mezcla de lisis
se neutraliza con 150 pl de acetato de potasio 3 M pH 4,8, se mezcla y se incuba en
hielo durante 10 minutos. Tras una centrifugacion de 5 minutos a 12.000 rpm, al
sobrenadante se le anade un volumen igual de PCI, se mezcla con vortex y se centrifuga
a maxima velocidad durante 10 minutos. Finalmente, a la fase acuosa superior se le
agrega 1 ml de etanol absoluto frio y se centrifuga de nuevo. El precipitado se lava con

etanol 70% y se resuspende en 20 pl de agua estéril.

3.6.2 Aislamiento de DNA genomico de A. thaliana

Se ha empleado una adaptacion del método del CTAB descrito en McKinney
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(1995). Aproximadamente un gramo de tejido vegetal se homogeneiza con mortero
usando nitrogeno liquido. Este homogeneizado se coloca en un tubo falcon, se le afiaden
2 ml de tampon de extraccion CTAB 2% (2% p/v CTAB, 100 mM Tris-HCI pH 8, 20
mM EDTA, 1,4 M NaCl y 1% p/v PVP Mr 40.000) y se incuba a 60 °C durante 15
minutos. A continuacion se agregan 2 ml de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se
mezcla usando vortex y se centrifuga a 2.000 rpm durante 10 minutos. Se toma la fase
acuosa superior y se afladen 0,1 volumenes de la solucion CTAB 10% (10% p/v CTAB
y 0,7 M NaCl) y se calienta a 60 °C durante 2 minutos. A continuacion, se afiaden dos
volimenes de agua estéril fria para inducir la precipitacion del complejo CTAB/DNA-
RNA. Los tubos se incuban en hielo durante 3 horas y se recoge el precipitado mediante
centrifugacion a 12.000 rpm durante 10 minutos. El precipitado se resuspende en 0,4 ml
de NaCl 1 M, se afiaden 0,8 ml de etanol absoluto frio para inducir la precipitacion del
DNA vy se centrifuga a 12.000 rpm durante 10 minutos. Finalmente, el DNA precipitado
se lava dos veces con etanol 70% vy el precipitado final se resuspende en 20 pul de agua

estéril.

3.6.3 Electroforesis de DNA

Para comprobar la integridad y concentracion del DNA plasmidico y genémico
extraido se emplean geles de agarosa 0,7% (p/v) fundida en tampon de electroforesis
TBE 0,5X (45 mM TrisBase, 45mM dacido bérico y 1 mM EDTA). Tanto el tampon de
electroforesis como el gel contienen 0,05% (p/v) de bromuro de etidio. La visualizacion
del DNA se realiza iluminando el gel con luz ultravioleta (UV) a 254 nm de longitud de
onda.

Como tampones de carga se utilizan: Tampon 6X naranja (50% v/v glicerol, 60
mM Tris-HCI pH 8, 6 mM EDTA y 0,35% p/v Orange G) y tampon 6X azul (40% p/v
sacarosa, 0,1 M EDTA y 0,25% p/v azul de bromofenol). Como marcadores de tamaino
y peso molecular se utilizan los patrones comerciales 1Kb y A/HindIII de Invitrogen.

Para la purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa, se

emplea el kit “Rapid Gel Extraction System” (Marligen).

3.6.4 Aislamiento de RNA de A. thaliana

Se homogeneiza con mortero 0,5-1 gramo de tejido vegetal congelado, se coloca

en un tubo falcon y se agregan 1 ml de PCI y 1 ml de TCES (0,2 M Tris, 0,2 M NaCl,
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50 mM EDTA, 2% p/v SDS, ajustado a pH 8 con HCI). El homogeneizado se incuba a
50 °C durante 15 minutos. A continuacion, se centrifuga a 12.000 rpm durante 10
minutos, se toma la fase superior acuosa y se coloca en un nuevo tubo donde se afiade
un volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se mezcla en vortex y se vuelve a
centrifugar a 12.000 rpm durante 10 minutos. Tras la centrifugacion, se pasa la fase
superior a un tubo nuevo y el RNA se precipita agregando un volumen de LiCl 6 M y
colocandolo a -20 °C durante 4-5 horas. Finalmente, se centrifuga a maxima velocidad
durante 10 minutos, el precipitado se lava con etanol 70% y se resuspende en 20 pl de
agua estéril. Para comprobar la integridad del RNA se emplean geles no
desnaturalizantes y para conocer la concentracion se utiliza un espectrofotdometro ND-

1000 (NanoDrop).

3.6.5 Electroforesis de RNA

A) Condiciones no desnaturalizantes:

Se emplean estas condiciones para observar la integridad del RNA aislado. Se
preparan geles de agarosa 1% TAE 1X y las muestras se preparan con el tampon de
carga 1,25X (55% v/v formamida, 20% v/v formaldehido, 12,5% v/v MAE 10X, 8% v/v
glicerol, 0,05% p/v azul de bromofenol y 0,001% p/v de bromuro de etidio) y se
calientan a 56 °C durante 10 minutos, antes de cargarlas en el gel. El gel se deja correr
1-2 horas a 50 voltios.

B) Condiciones desnaturalizantes:

Estas condiciones se emplean en el analisis “Northern blot”. Se utilizan geles de
agarosa 1% en tampon MAE 1X (10% v/v MAE 10X [200 mM MOPS, 50 mM acetato
de sodio, 10 mM EDTA y ajustado a pH 7 con NaOH] y 2,2% v/v formaldehido 37%).
Como tampén de electroforesis se emplea 10% (v/v) MAE 10X y 1,1% (v/v)
formaldehido 37%. Las muestras de RNA se mezclan con el tampon de carga 1,25X con
bromuro de etidio (200:1) y se calientan a 56 °C durante 10 minutos antes de cargarlas

en el gel. Como marcador de tamafio se utiliza el “RNA ladder” (Invitrogen).

3.6.6 Marcaje radioactivo de sondas

El DNA empleado para la sintesis de sondas radioactivas en los experimentos de
“Southern blot” se obtiene mediante amplificacion por reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) de DNA gendmico. En el caso del analisis “Northern blot”, se realiza
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una PCR a partir de cDNA (DNA copia). En ambos casos, el producto de PCR se
visualiza en un gel TBE 1X y se purifica usando el kit “Rapid Gel Extraction System”
(Marligen).

Para el marcaje radioactivo de las sondas se usa el método de marcaje por
hexanucleotidos (“random priming”). Se parte de 120 ng de DNA molde en 15 pl de
agua estéril y se desnaturaliza incubando a 95 °C durante 10 minutos. A continuacion,
se coloca el microtubo en hielo y se agregan 5 ul de OLB 5X (0,1 M MES pH 6,8, 5
mM DTT, 25 mM MgCl,, 0,2 mg/ml hexanucleotidos al azar “hexanucleotides random
primers” (Boehringer), 0,1 mM dATP, 0,1 mM dGTP, 0,1 mM dTTP), 1 pl del
fragmento klenow de la DNA polimerasa de E. coli (10 U/ul), 2,5 ul de BSA 10X
(Albumina de Suero Bovino) y 2,5 ul de a->*P dCTP (10 pCi/ul) como nucledtido
radioactivo. Finalmente, la mezcla se incuba a temperatura ambiente durante 8-10 horas
y, transcurrido ese tiempo, se aiiaden 200 pl de TE 1X (1mM EDTA, 10 mM Tris pH 8)
para detener la reaccion. A continuacion, se desnaturaliza el DNA nuevamente
incubando a 95°C durante 10 minutos, y ya puede ser afiadido al tubo de hibridacién con

la membrana a hibridar.

3.6.7 Analisis “Southern blot”

Se digiere 1 pg de DNA con la enzima de restriccion EcoRI durante 2 horas.
Tras la digestion, se realiza una electroforesis en un gel TAE 1X (40 mM TrisBase, 20
mM 4cido acético y 2 mM EDTA) a un voltaje de 10V durante toda la noche. Finalizada
la electroforesis, el DNA se desnaturaliza sumergiendo el gel en una solucion de NaOH
0,4 M durante 10 min. Posteriormente se transfiere el DNA a una membrana Hybond N*
(Amersham) mediante la técnica de transferencia de DNA en medio alcalino, descrita en
Sambrook y Russell (2.000), durante toda la noche. Finalmente, el DNA se fija
covalentemente a la membrana empleando radiacién ultravioleta usando un aparato
Stratalinker (Stratagene).

La membrana con el DNA fijado se coloca en un tubo de hibridacion
ThermoHybaid (Thermo). Se afiaden 5 ml de tampon de hibridacion PSE (0,4 M
Na,HPO4 pH 7,2, 1 mM EDTA y 7% p/v SDS) previamente calentado a 65 °C, y se deja
durante 20 minutos en un horno con agitacion circular a 65 °C. A continuacion, se
agrega la sonda radioactiva apropiada (segin el fragmento de DNA que se pretende

detectar en la membrana) al tampon de hibridacion y se deja durante 16-18 horas a 65
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°C en agitacion. Posteriormente, se realizan 2 lavados de la membrana de 30 minutos a
65 °C con el tampon de lavado (40 mM Na,HPO4 pH 7,2, 1 mM EDTA y 5% p/v SDS).
Tras los lavados, la membrana se seca y se envuelve en plastico Saran Wrap.
Finalmente, la membrana se expone con una pelicula Hyperfilm (Amersham) a -80 °C
en un casete de revelado Hypercassette (Amersham) con pantallas intensificadoras. Las

peliculas son reveladas con el procesador automatico X-omat 2000 (Kodak).

3.6.8 Analisis “Northern blot”

Se parte de 30 pg de RNA y se realiza una electroforesis en un gel en
condiciones desnaturalizantes usando un voltaje de 40-50 V durante 4-5 horas. Al
terminar la electroforesis, el gel se lava 2 veces con una solucion de SSC 10X (1,5 M
NaCl, 0,15 M citrato trisodico, ajustado a pH 7 con HCI) durante 20 minutos cada
lavado para eliminar el formaldehido del gel. E1 RNA se transfiere a una membrana de
nailon Hybond N (Amersham) por capilaridad durante toda la noche, empleando el
tampon SSC 10X. Finalmente, el RNA se fija covalentemente a la membrana de nailon
mediante radiacion ultravioleta usando un aparato Stratalinker (Stratagene).

La membrana de nailon con el RNA fijado se coloca en un tubo de hibridacion
ThermoHybaid (Thermo), se anaden 5 ml de tampdn de hibridacion PSE y se deja
durante 20 minutos en un horno con agitacién circular a 65 °C. Después se agrega la
sonda radioactiva, para detectar el RNA en la membrana, al tampdn de hibridacion y se
deja durante 16-18 horas a 65 °C en agitacion. Posteriormente, se realizan dos lavados
de la membrana de 10 minutos a 65 °C con una soluciéon SSC 4X, 0,1% (p/v) SDS y un
lavado de 10 minutos con la solucion SSC 0,4X, 0,1% (p/v) SDS. Terminados los
lavados, la membrana se seca a temperatura ambiente y se envuelve en pléstico tipo
Saran Wrap. Finalmente, se realiza la autoradiografia del mismo modo que en el anélisis

“Southern blot” .

3.6.9 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

A) Oligonucledtidos cebadores:
Todos los cebadores utilizados en este trabajo han sido sintetizados por la

empresa Isogen Life Science. En el anejo I se muestran las secuencias de los
oligonucleétidos empleados como cebadores en las reacciones de PCR, PCR

diagnodstica y RT-PCR semicuantitativa.
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B) Condiciones de PCR:

Las reacciones de PCR se llevan a cabo de forma rutinaria en tubos estériles,

donde se afiaden los siguientes reactivos:

DNA molde 10 ng
Tampon PCR 10X 2 ul
dNTPs 10 mM 2 ul
Cebador sentido (0,1 pg/ul) I ul
Cebador antisentido (0,1 pg/ul) I ul
Polimerasa (7ag) 1U /ul 1 ul
H,O MilliQ volumen hasta 20 ul

En las reacciones rutinarias se utiliza la enzima Tag polimerasa (Biotools), y en
aquellas reacciones que requieren una amplificacion del DNA de alta fidelidad se
emplea la enzima “Pwo DNA polimerase” (Roche). Todas las reacciones de PCR se
llevan a cabo en un termociclador Mastercycler personal (Eppendorf) con el siguiente
programa de PCR:

e 1 ciclo de desnaturalizacion a 95 °C durante 3 min.
e 30-35 ciclos de:
o desnaturalizacion: 30s a 95°C
o hibridacién de los cebadores: 30s a una temperatura de anillamiento 2°C
inferior a la Ty, de los oligonucledtidos
o extension a 72 °C de 1 min por kb a amplificar, en el caso de la enzima
Taq polimerasa, y de 2 min por kb a amplificar en el caso de la
polimerasa Pwo.

e ] ciclo de extension final a 72°C durante 5 min.

C) PCR diagndstica:

Para la identificacion de mutantes homocigotos de insercion de T-DNA, de las
lineas suministradas por el NASC (SALK o SAIL), se realizan PCR diagndsticas
utilizando un par de oligonucledtidos (LP y RP) que hibridan en el DNA del genoma de
A. thaliana, uno a cada lado del T-DNA, y un tercer oligonucledtido que hibrida en el
T-DNA (BP). Tras la amplificacion, las lineas homocigotas presentan tan sélo la banda
correspondiente a la amplificacion con LP y BP, mientras que las heterocigotas

presentan ademas de esa banda la resultante de la amplificacion con LP y RP. El disefio
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de los oligonucleotidos LP y RP, se realiza con la aplicacién “T-DNA Primer Design”

de la pagina web: http://signal.salk.edu/tDNAprimers.2.html.

D) RT-PCR semicuantitativa:

En primer lugar, se realiza un tratamiento con DNasa al RNA previamente
aislado. Para ello se parte de 2 pg de RNA en un volumen de 7 pl de agua estéril, y se
anaden 2 pul de buffer RTX5 y 1 ul de DNasa (10 U/ul). La mezcla se mantiene a 37°
durante 15-30 minutos y, posteriormente, se incuba a 65°C durante 15 min, para
inactivar la enzima.

Tras el tratamiento con DNasa se inicia la sintesis de cDNA. Para ello, se afiaden
al tubo anterior 10 pl de dNTPs (2,5 mM de cada desoxirribonucleotido trifosfato), 2 ul
del cebador para RNA oligo p(dT);s (0,1 pg/ul), 6 ul de buffer RTXS, 4 ul de
ditiotreitol (DTT; 0,1 M), 0,7 ul de transcriptasa inversa M-MuLV (20 U/ul) y 8 pl de
agua. Tras mezclar bien, se incuba a 37 °C durante 75 minutos y transcurrido ese
tiempo, se inactiva la enzima calentando a 65 °C durante 5 minutos y se coloca el tubo
inmediatamente en hielo. La reaccion de PCR y el programa del termociclador se
establecen del modo descrito en el apartado 3.6.9.B, utilizando 1 pl de cDNA molde de
partida.

3.7 Busqueday caracterizacion genética de mutantes

3.7.1 Rastreo de lineas de Arabidopsis thaliana

En el rastreo de lineas mutantes realizado en la presente tesis doctoral se han
analizado aproximadamente 30.000 lineas diferentes, pertenecientes a la coleccion de
semillas donada por W. Sheible y C. Somerville al NASC. El nimero total de semillas
empleadas en el rastreo es de unas 400.000. A esta poblacion inicial se le denomina S.

La poblacion Sy se analiza inicialmente mediante el rastreo primario, realizado

con una alta densidad de semillas por placa (=2.000 semillas/placa de 9 cm de didmetro)
en medio MS pH 5,5 suplementado con 7 mM de &cido acético. Las semillas estériles se
siembran sustituyendo el agua en que estdn inmersas por una solucion de agarosa 0,1%
(p/v) y distribuyéndolas homogéneamente por la placa, con ayuda de un asa de pléstico
estéril. Tras la siembra, las placas se depositan en una cadmara de cultivo in vitro.

Tras 6 dias en la camara, se rescatan los posibles mutantes (poblacion S;), es
decir, aquellos que presentan ambos cotiledones expandidos y verdes. Estos candidatos

se traspasan a medio MS pH 5,5 para prolongar la raiz, y posteriormente a tierra, para
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obtener la descendencia (S;) de cada uno de ellos.

La generacion S, se analiza mediante un rastreo secundario con baja densidad de

semillas (100-150 semillas por placa de 9 cm de didmetro) en medio MS pH 5,5
suplementado con 3,5 mM de acido acético. Este rastreo secundario se realiza para
confirmar el fenotipo de resistencia a acético observado en el rastreo primario. En este
segundo rastreo, las semillas estériles se siembran en placa de forma individual

utilizando una micropipeta de 1 ml.

3.7.2 Comprobacion de la presencia de T-DNA

Para comprobar la presencia del T-DNA en el genoma de los mutantes, se
realiza un analisis “Southern blot” a partir de DNA gendmico de 3 plantulas de cada
mutante, crecidas en medio MS liquido durante 12 dias. E1 DNA extraido se digiere con
la enzima de restriccion EcoRI, y se hibrida empleando dos sondas especificas para el
T-DNA:

® Sonda 35S: Identifica el extremo derecho del T-DNA. Obtenida por PCR al

amplificar el intensificador de la transcripcion 35S CaMV presente en el T-DNA

con la pareja de cebadores 535S y 3'35S (Anejo I).

® Sonda BAR: Identifica el extremo izquierdo del T-DNA. Se obtiene por

PCR, amplificando el gen BAR (Figura 3.1), con la pareja de cebadores 3’BAR /
5’BAR respectivamente (Anejo I).

3.7.3 Andlisis genético

La linea mutante se cruza con el ecotipo silvestre Columbia (Col-2) mediante la
polinizaciéon manual de flores emasculadas, y las semillas F; del cruce se cultivan en
tierra para obtener la generacion F, por autopolinizacion. Para determinar si la mutacion
tiene un caracter dominante o recesivo, se determina el porcentaje de plantulas con
cotiledones verdes y expandidos a los 5 dias en placas con medio MS pH 5,5

suplementadas con 3,5 mM de acido acético.

3.7.4 Andlisis de cosegregacion

Este analisis permite conocer si existe correlacion entre el fenotipo de resistencia

a acido acético y la insercion de T-DNA presente en el genoma. Para ello se
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seleccionan, de la poblacion F, del cruce entre el mutante y el control silvestre, plantas
resistentes a medio MS pH 5,5 suplementado con 3,5 mM de acético, en un ensayo de
aparicion de cotiledones. Estas plantulas se pasan a medio MS liquido y se dejan crecer
durante 12 dias. Transcurrido ese tiempo, se extrae el DNA gendmico de cada plantula
individualmente y se realiza una PCR, para determinar la presencia o ausencia del T-
DNA. En la PCR se emplean los cebadores 535S y 3735S, que amplifican el activador
transcripcional 35S presente en el T-DNA. Si el fenotipo de resistencia esta ligado a la
insercion de T-DNA, cualquier plantula seleccionada por tolerar acético presentara el T-
DNA. Si el fenotipo se debe a cualquier otra mutacion, tan s6lo un 75% de las plantulas

presentaran el T-DNA en su genoma.

3.7.5 Rescate plasmidico

Esta técnica se emplea para determinar el punto de insercion del T-DNA en el
genoma de la planta mutante. Consiste en digerir el DNA gendmico del mutante con
una enzima de restriccion y circularizar todos los fragmentos, siendo inicamente capaz
de transformar y replicarse en E. coli el DNA circularizado que presente el plasmido
pBluescriptKS, presente en el T-DNA (Figura 3.1). Este DNA circularizado contiene la
region genomica flanqueante a la insercion del T-DNA, que es posible secuenciar
utilizando cebadores especificos del T-DNA.

Concretamente, se digieren 2 pug de DNA gendmico de la planta mutante con la
enzima de restriccion BamHI incubando a 37 °C durante 2 horas. A continuacidn, se
limpia la digestion agregando un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (en
proporcion 24:1) y centrifugando 10 minutos. Tras la centrifugacion, el DNA presente
en la fase acuosa se precipita con dos volimenes de etanol acetato sodico (EtAcNa: 1
ml AcNa 3 M en 19 ml de etanol absoluto) dejandolo a -20 °C durante 24 horas y
centrifugando 10 minutos posteriormente. Finalmente, el DNA se resuspende en 88 ul
de agua estéril y se procede a su recircularizacion. Para ello, se agregan 2 ul de la
enzima ligasa T4 (5 U/ul) y 10 pl de tampon de ligacion y se incuban a 16 °C durante
toda la noche. A continuacion, el DNA circularizado se precipita de nuevo con dos
volimenes de EtAcNa dejandolo a -20 °C durante 5 horas y centrifugando 10 minutos.
El precipitado se lava con etanol 70% (v/v) y se resuspende en 10 pl de agua estéril.

Con los productos resultantes de la circularizacion del DNA, se transforma E.
coli (cepa XL1-Blue MRF’), utilizando 5 pl de DNA circularizado. Las condiciones de

la electroporacion estan descritas en el apartado 3.4.2. Finalmente los pldsmidos
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aislados son secuenciados usando el cebador 5’LB (Anejo I).
3.8 Ensayo de aparicion de cotiledones en diferentes medios

Este ensayo permite determinar la respuesta del mutante frente a distintos
estreses en los primeros estadios de desarrollo. Para ello, se utilizan los medios descritos
en el apartado 3.2.1 suplementados o no con diferentes sustancias a concentraciones
toxicas (sales de diversos cationes, manitol, norespermidina, 4acidos débiles o acido
abscisico) y se observa el porcentaje de plantulas con cotiledones expandidos y verdes
entre los 4 y 7 dias (el tiempo es variable segun el tratamiento). Se realizan tres
repeticiones de cada condicidn, y se calcula la media y error estandar de esas tres
réplicas bioldgicas.

Para determinar si existen diferencias significativas entre el mutante y el control
silvestre, se realiza la prueba estadistica “t de student”. En los gréaficos se marca con **,
* 0 + cuando existen diferencias significativas con un grado de significacion a=0,01;

0,05 6 0,1, respectivamente.
3.9 Ensayo de sensibilidad a etileno

Para observar la sensibilidad a etileno, se realizd un ensayo germinando las
plantas en oscuridad en medio MS (control) o MS suplementado con 10 pM del
precursor del etileno ACC (acido 1-AminoCiclopropano 1-Carboxilico). Pasados 5 dias,
se observa el fenotipo de plantulas etioladas en condiciones control y la triple respuesta

tipica de la presencia de etileno, en el medio suplementado con ACC.
3.10 Ensayos de crecimiento de plantulas en vertical

En este experimento, plantulas crecidas en medio MS soélido durante 7 dias, se
traspasan a distintos medios seguin el ensayo: medio con potasio limitante, medio MS
solido, MS solido sin sacarosa, o MS so6lido suplementado con acido acético (0-2,5
mM) o 10 uM de 4cido abscisico. Una vez en este medio, las placas se mantienen en
vertical en la cadmara de cultivo durante 10 dias mas. Transcurrido ese tiempo se observa
el fenotipo de la parte aérea y/o se pesan las plantulas. Asimismo, se puede observar el
fenotipo de la raiz y/o medir su longitud. Siempre que se mide un fenotipo de manera

cuantitativa se realiza el analisis estadistico descrito en el apartado anterior.
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3.11 Ensayo de respuesta gravitropica

En este ensayo, las plantulas se hacen germinar en vertical y en oscuridad. Dos
dias tras la siembra, se giran las placas 90°C, y se mantienen durante 2 dias mas en esa
posicion. Transcurrido ese tiempo, se observa el fenotipo de las plantulas y se determina
el angulo que genera el hipocotilo con respecto a la horizontal. Para cada genotipo, se

realizan 5 réplicas biologicas, cada una de ellas formada por 8 plantulas.

3.12 Medida simultanea del potencial de membrana y pH
citosolico

Las medidas simultaneas del potencial de membrana y pH citosolico, las realizo
la Dra. Lourdes Rubio en el Departamento de Biologia Vegetal de la Universidad de
Malaga.

Las semillas se esterilizan con lejia al 30% (v/v) y Triton X-100 (0,02% v/v)
durante 2 minutos, posteriormente se realizan cinco lavados de 1 minutos con agua
estéril. Las semillas se siembran en medio so6lido MS pH 5,5, y tras 48 h de
estratificacion (4°C y oscuridad) las placas se transfieren a camara de cultivo, donde se
mantienen de 10 a 15 dias hasta la realizacion de las medidas.

Las medidas se realizan en la epidermis radicular. Para ello, las raices se montan
sobre camaras de Plexiglass de aproximadamente 1,1 ml de volumen, manteniéndose un
flujo continuo de medio de ensayo de aproximadamente 10 ml/min. Se emplea un
medio simplificado basado en el descrito por Felle (1987) y compuesto por: CaCl, 0,1
mM, KCl1 0,1 mM, NaCl 0,1 mM y 12 mM MES-Bis tris propano (pH5,5). El efecto del
acido acético sobre el potencial de membrana se determina tras la adicion al medio de
ensayo de 1 mM de acido acético.

Para realizar las medidas, se insertan en la epidermis radicular microelectrodos
dobles, en los que una de las barras contiene un sensor especifico de protones ETH1907
(Fluka n°95259). La fabricacion de dichos electrodos se realizd segiin el protocolo
descrito en Fernandez et al., (1999). La senal correspondiente a la barra del sensor de
protones se calibra frente a diferentes soluciones tampoén MES-Bis tris propano con

pHs: 5,3; 6,3; 7,3 y 8,3, en presencia de 96 mM KCI.
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3.13 Ensayos de crecimiento en invernadero

En condiciones de crecimiento en invernadero, se realizaron 2 tipos de ensayos
para observar el fenotipo en presencia de NaCl o LiCl.

En el primer ensayo, plantulas crecidas durante 7 dias en medio MS soélido se
transfieren a tierra. Tras 5 dias, se inicia el riego con solucion nutritiva suplementada
con 2,5 mM de LiCl o tnicamente con solucion nutritiva (plantas control). Se observa la
evolucion de las plantas durante un periodo de unos 15 dias. Pasado ese tiempo se
cuantifica el peso de la roseta y la longitud de los escapos florales de 6 plantas (replicas
biologicas), y se realiza el analisis estadistico correspondiente.

Un segundo ensayo consiste en transplantar a macetas cinco plantulas, crecidas
en medio MS sdélido durante 7 dias, y regarlas con agua hasta que se haya desarrollado
completamente la roseta y aparezca la inflorescencia primaria. A partir de este
momento, se riega con solucion nutritiva unicamente (plantas control) o con solucion
suplementada con 150 mM NaCl o 10 mM LiCl. El fenotipo es observable tras 8 o0 9
dias de riego. Entonces se puede cuantificar el fenotipo y realizar el andlisis estadistico

correspondiente.
3.14 Ensayo de pérdida de peso por transpiracion

Para realizar este ensayo, se utilizan plantas crecidas de 3 a 4 semanas en
invernadero, hasta que la roseta esta bien desarrollada. De cada linea en estudio se
analizan 6 plantas (repeticiones biologicas). Se cortan 3 hojas de cada planta (una
muestra) y se tapa el corte del peciolo con vaselina, para evitar la pérdida de agua. Cada
muestra se pesa (tiempo cero), y se dejan todas ellas en una campana de flujo laminar.
Cada hora se vuelven a pesar todas las muestras, hasta las 6 horas. Finalmente, se
expresa el peso de las hojas en porcentaje con respecto al tiempo cero, y se calcula la

media y error estandar de las diferentes repeticiones.
3.15 Construccion de plantas transgénicas

3.15.1 Obtencion de las construcciones para transformar A. thaliana

Para la obtencion de plantas transgénicas que sobreexpresan el gen At3g55470,
se ha partido del cDNA de “RIKEN BRC Experimental Plant Division”
(http://www.brc.riken.jp/lab/epd/Eng/), que se encontraba en el clon RAFL16-68-C06.

El cDNA se ha clonado en el sitio Not I del plasmido pBlueScripSK(+) obteniendo la
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construccion pBS-470. Para la transformacion de plantas de A. thaliana se ha
subclonado el fragmento Xba I — Sac I de la construccion pBS-470 en el plasmido
binario pBI121 (pBI121-470). Con esta construccion, se ha transformado la cepa
GV2260 de A. tumefaciens y posteriormente A. thaliana.

Para la obtencion de plantas transgénicas que sobreexpresan una version
truncada del gen At3g55480 (aproximadamente las primeras 2,3 Kb) “in sense* o
“antisense”, se ha amplificado por PCR el fragmento de interés a partir del DNA
genomico de una planta control, y se ha clonado en el vector PCR8®/GW/TOPO®
(PCRS) siguiendo las intrucciones del “PCRS®/GW/TOPO® TA cloning Kit’
(Invitrogen). Brevemente, para la clonacion se mezclan 3 pl del producto de PCR, 1 pl
de la solucion de sales incluida en el kit, 0,8 pl del vector PCR8 y 1 pl de agua. La
mezcla se incuba 30 minutos a temperatura ambiente y a continuacion se transforma E.
coli. Posteriormente, se ha determinado la orientaciéon del DNA y se ha realizado una
“LR reaction”, gracias a la cual se ha transferido por recombinacion el fragmento de
interés desde el vector PCR8-480sense o PCR8-480antisense al vector binario de
destino: pEarleyGate100. Para la “LR reaction” se mezclan 150 ng del vector PCR8 con
el inserto, 150 ng del vector pEarleyGate100, TE buffer pH 8 hasta un volumen final de
4 uly 1 pl del “Gateway LR Clonase Il Enzime Mix” (Invitrogen). La mezcla se incuba
a 25°C durante 4-5 horas y tras la incubaciéon se afiaden 0,5 pl de proteinasa K
(Invitrogen), y se incuba a 37°C durante 10 min. Con la construccion resultante, se

transforma la cepa pGV2260 de 4. tumefaciens y posteriormente A. thaliana

3.15.2 Transformacion de A. thaliana mediada por A. tumefaciens

Se emplean 5-8 plantas de A. thaliana crecidas en tierra con una inflorescencia
primaria de alrededor de 10 centimetros de longitud. A estas plantas se les corta el apice
de la inflorescencia primaria para promover la aparicion de inflorescencias secundarias
y tener mayor cantidad de capullos florales. Unos 4 6 5 dias después se realiza la
transformacion de las plantas tal y como se describe en Bent (2000).

Inicialmente se agrega 1 ml de cultivo saturado de 4. tumefaciens con el vector
de interés, a 200 ml de medio LB con el antibidtico apropiado, y se incuba en agitacion
a 28 °C durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo, las células se recogen por
centrifugacion en frio a 4.000 rpm durante 10 minutos, y se resuspenden en 400 ml de

solucion de transformacion compuesta por 5% (p/v) sacarosa y 0,02% (v/v) detergente
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Silwet L-77 (Lehle Seeds).

La solucion de transformacion se coloca en un recipiente donde se introduce la
parte aérea de las plantas durante 10-15 segundos. Luego, se cubren las plantas con
bolsas de plastico para mantener la humedad y aumentar la eficiencia de la
transformacion. Después de 2 dias se retiran las bolsas y se mantienen las macetas en el

invernadero hasta recoger la poblacion de semillas transgénicas T;.

3.15.3 Seleccion de lineas transgénicas y obtencion de homocigotos

Las semillas transgénicas T, se siembran en placas Petri de 14 cm de didmetro
con medio MS suplementado con el compuesto apropiado para la seleccion (BASTA
[pEarleyGate100] o kanamicina [pBI121]). Después de 7-10 dias, las plantulas
resistentes al compuesto (T;) se rescatan y se transplantan a macetas para obtener la
generacion T,. Las semillas T, se cultivan en medio MS so6lido con el compuesto de
seleccion para observar la segregacion de la linea. De aquellas lineas transgénicas cuyas
semillas muestran una segregacion 3:1 (resistentes:sensibles) para el compuesto
selectivo, se pasan las plantulas resistentes a tierra para obtener la generacion Ts. La
segregacion 3:1 es la que se espera cuando existe una sola integracion del T-DNA en el
genoma. Las semillas T3 se siembran en medio MS so6lido con el compuesto de

seleccion para identificar los individuos homocigotos.

3.16 Ensayo de toma de acetato radiactivo

3.16.1 Preparacion de las muestras

En este ensayo, plantulas crecidas durante 5 dias en medio MS solido pH 5,5 en
vertical, se traspasan a medio liquido MS pH 5,5 y se mantienen durante 7 dias maés.
Transcurrido ese tiempo, se pasan las plantulas a un nuevo medio MS liquido pH 5,5
suplementado con 0,1 mM acetato s6dico marcado radiactivamente con C'* de actividad
especifica: 56,2 Ci/mol (Perkin Elmer), donde se mantienen durante 15, 30, 60 y 120
minutos. A continuacion, se realizan dos lavados con agua fria, y las muestras se
congelan en nitrogeno liquido. Para cada tiempo se realizan 3 réplicas biologicas. Se
realiza un blanco de lavado, introduciendo las plantulas en el medio con acético,

extrayéndolas inmediatamente y realizando los lavados indicados.
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3.16.2 Extraccion y medida de acetato radiactivo

Para la extraccion de acetato, se muelen las muestras congeladas dentro de un
microtubo con una varilla de vidrio, y se afiaden 500 microlitros de agua. Se coloca el
microtubo a 95°C durante 15 min, y transcurrido ese tiempo, se realiza una
centrifugacion de 5 minutos a 12.000 rpm. Se toma el sobrenadante y si esta turbio se
repite la centrifugacion.

Finalizada la extraccion, se procede a la medida del acetato incorporado por la
planta. Para ello, se mezclan 400 microlitros del extracto con 1 ml de liquido de
centelleo. Una vez estabilizada la mezcla se realiza la medida mediante el contador de

centelleo “Liquid scintillation counter” (Wallac 1410).

3.17 Ensayo de medida del contenido en malato

3.17.1 Preparacion de las muestras

En este ensayo, plantulas crecidas durante 7 dias en medio MS, son transferidas
a medio MS en vertical, donde se mantienen durante 9 dias mas. Transcurrido ese
tiempo, se realizan los tratamientos con acético. Para ello, se toman 3 muestras (4
plantas cada una), y se transfieren a medio MS pH 5,5 (control) o medio MS pH 5,5
suplementado con 3,5 mM de acido acético durante 5, 10 y 15 minutos. Tras el
tratamiento, las muestras se congelan en nitrégeno liquido y se mantienen a -80°C hasta

la extraccion de malato.

3.17.2 Extraccion y medida de malato

La extraccion y medida de malato se realiza mediante una adaptacion del
método descrito por Hurth et al., (2005). Concretamente, se muele el material vegetal en
un microtubo, y se agrega 1 ml de agua por cada 100 mg de peso fresco. A
continuacion, se mantienen los microtubos a 95°C durante 15 minutos. Transcurrido ese
tiempo, se centrifuga, y se toma el sobrenadante, para realizar la medida de malato.

El malato se cuantifica espectrofotométricamente, mediante un ensayo
enzimdtico descrito por Passonneau y Lowry (1993). El ensayo se basa en la
transformacion de malato en oxalacetato por la malato deshidrogenasa, liberando
NADH (Figura 3.5). Dado que esta reaccion es reversible, el oxalacetato producido se

consume mediante la aspartato transaminasa, que transforma oxalacetato y glutamato en
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aspartato y a-cetoglutarato. De este modo, se desplaza el equilibrio consumiendo todo el

malato y produciéndose oxalacetato y NADH, que es capaz de absorber a una A=340

nm.
A
MD
Malato+ NAD* —’. Oxalacetato + NADH + H*
B

MD
Malato+ NAD* =T Oxalacetato ++ H+

v AT
Oxalacetato + Glutamato—» Aspartato + a-cetoglutarato

Figura 3.5: Reacciones que tienen lugar en la medida de malato. A) Transformacion de malato en
oxalacetato por la malato deshidrogenasa (MD). Esta reaccion esta poco desplazada hacia la derecha
(reaccion 1). B) La reaccidn anterior, se ve favorecida al consumir el oxalacetato formado por accion de
la aspartato transaminasa (AT) en presencia de glutamato. EIl NADH se sefiala en rojo porque es el analito

que absorbe a 340 nm, permitiendo la determinacién de la concentracién de malato.

En el ensayo, se anaden 200 pul de muestra a la mezcla de reaccion (100 mM 2-
amino-2-metilpropanol a pH 9,9; 2 mM NAD"; 40 mM glutamato pH 9,9; 3,5 U/ml de
malato deshidrogenasa (MD); 0,9 U/ml de AT). Tras 10 minutos, se mide la
absorbancia a 340 nm. Para restar cualquier absorcion de la muestra que no se deba al
NADH producido, cada muestra se mide antes y después de afiadir el enzima MD, y se
considera el valor de absorciéon como la resta entre el valor final y el obtenido
previamente a la adicién del enzima MD. Finalmente, mediante una recta patrén, se

determina la concentracidén de malato en cada muestra.

3.18 Medida de la actividad H-ATPasa de membrana

plasmatica (MP) in vitro
3.18.1 Aislamiento de proteinas de PM en gradiente de sacarosa

Para realizar el aislamiento de proteinas de membrana plasmatica, se parte de 2 g
de raiz de plantas crecidas durante un mes y medio en cultivo hidroponico. Se muele el
material vegetal en 0,4 ml de tampon de extraccion de plantas 5x (250 mM Tris-HCI pH
8, 0,5 M KCIl, 25 mM EDTA, 5 mM DTT, 30% p/v sacarosa y una pastilla de
inhibidores de proteasas, “Complete Mini EDTA-free” (Roche) por cada 5 ml de
tampon). Una vez homogeneizado el tejido, se afiaden 4 ml de GTED 20 (10 mM Tris-
HCIpH 7,6, ] mM EDTA, 1 mM DTT y 20% v/v glicerol) y se termina de moler.
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A continuacion se filtra el homogeneizado y se centrifuga a 4 °C durante 5 min a
3.400 rpm, para eliminar la fraccion nuclear o debris. Se toma el sobrenadante y se
centrifuga también en frio, 1h a 15.000 rpm. El precipitado representa la fraccién
mitocondrial, donde se incluyen las mitocondrias y fragmentos de membrana
plasmatica. Este precipitado se resuspende en 500 pul de GTED 20, con ayuda de un
homogeneizador Dounce.

Una vez resuspendido, se realiza un gradiente discontinuo de sacarosa con dos
soluciones: STED 33 6 STED 41 compuestas por 10mM Tris HCI pH 7,6, ImM EDTA,
ImM DTT y 33 y 41% (p/p) de sacarosa, respectivamente. Sobre el gradiente se coloca
la muestra, y se centrifuga en frio a 30.000 durante 20h, utilizando el rotor vasculante
SW 60Ti y una ultracentrifuga Beckman.

Tras la centrifugacion, se toma la fraccion de proteinas que queda en la interfase
entre las dos concentraciones de sacarosa (aproximadamente 1 ml), se diluye con 4 ml
de agua fria y se centrifuga en frio durante 1h a 15.000 rpm. Inmediatamente tras la
centrifugacion, se decanta el sobrenadante y el precipitado se resuspende en 100 pl de
GTED 20, empleando un homogeneizador Dounce. La cantidad de proteinas se

cuantifica utilizando el método de Bradford (Bradford, 1976, Kruger, 1994).

3.18.2 Ensayo de medida actividad H -ATPasa in vitro

La medida de la actividad H'-ATPasa de la membrana plasmatica se basa en la
determinacion del P; (fésforo inorganico) liberado por la hidrélisis del ATP, tal y como
se describe en Serrano (1978).

En el ensayo, se emplean placas de 96 pocillos (Greiner) donde se colocan 65 pl
de una soluciéon de tampon ATPasa (50 mM Mes-Tris pH 6,5, 5 mM MgSO,, 50 mM
KNO; y 5 mM azida de sodio, 0.2 mM molibdato de amonio) y ATP 0,1 M pH 6,5 en
las proporciones 50:1, respectivamente, y 15-20 pg del extracto de proteinas. Se
realizan los siguientes controles: control 1, se colocan las proteinas y 65 ul de tampon
ATPasa sin ATP, y control 2, se colocan las proteinas y 65 pl de una soluciéon con
tampon ATPasa, ATP y 0,1 mM de vanadato. La placa se incuba a 30 °C durante 30
minutos y transcurrido ese tiempo se afiaden 130 pl de una solucidn de reactivo P; (2%
v/v HySO4, 0,5% p/v molibdato de amonio, 0,5% p/v SDS) y acido ascorbico 10% en
las proporciones 100:1, respectivamente. Se mezcla y se incuba a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Finalmente se mide la absorbancia en un lector de placas Model

550 (Bio-Rad) a 690 nm. A los datos de absorbancia de cada muestra se restan los
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valores de los controles. El control 1 representa el P; que estaba presente en el extracto
de proteinas antes de empezar el ensayo, y el control 2, con vanadato, muestra la
liberacion de Pi que no se debe a la ATPasa de membrana (cuya actividad se inhibe por

ese compuesto), sino a otras fosfatasas, asi como el Pi presente inicialmente en el ATP.

3.19 Ensayos de acidificacion del medio externo

3.19.1 Medida empleando bromocresol

Este ensayo se realiza para observar in vivo la acidificacion del medio externo
provocada por la expulsion de protones por las raices. Para ello, plantas crecidas en
vertical durante 14 dias en medio MS solido sin tamponar, se transfieren a medio MS
solido pH 5,5 (sin tamp6n) suplementado con 0,003% (p/v) de bromocresol parpura
(Sigma-Aldrich), en presencia o ausencia de 3,5 mM de acido acético. El bromocresol
es un colorante cuya coloracion depende del pH, de modo que una acidificacion del
medio hace variar su color de morado a amarillo. Las plantulas se mantienen de 6 a 12

horas en el medio con bromocresol, hasta observar el cambio de color del mismo.

3.19.2 Medida directa de la acidificacion del medio externo

Para la medida directa de la acidificacion del medio externo por las raices de las
plantulas, se emplearon plantulas de 7 dias. Las plantulas se cultivan durante 6 dias en
medio MS soélido en horizontal, y al sexto dia se transfieren aproximadamente 100
plantulas (1 muestra) a placas con agua estéril, donde se mantienen en oscuridad hasta
el dia siguiente. Este tratamiento provoca un ayuno en las células vegetales, por el cual
las raices tienden a perder el potasio y a tomar protones del agua, acidificando el interior
celular. Asimismo, se minimiza la cantidad de ATP disponible en la célula, ya que se
mantienen en ayuno y sin luz. Estas condiciones favoreceran posteriormente la salida de
protones que se pretende medir.

Tras el tratamiento de ayuno, se mide la acidificacion del medio que provoca
cada muestra (formada por 100 plantulas aproximadamente). Para ello, se transfieren las
plantulas a un recipiente con 10 ml de medio MS liquido sin sacarosa y sin tamponar
(control) o al mismo medio suplementado con 1 mM de 4cido acético. El medio se lleva
a pH 5,7 con KOH. En ese momento, se aiade la sacarosa y se empieza a medir el pH
del medio, que se encuentra en continua agitacion. Al entrar en contacto con el medio

rico en nutrientes y con sacarosa, la célula trata de compensar la acidificacion sufrida
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durante el ayuno anterior, expulsando protones al medio extracelular y provocando su
acidificacion.

La medida del pH del medio se realiza de forma continua cada minuto hasta 45
minutos después de la adicion de sacarosa al medio. Para ello se emplea el pHmetro
GLP22 (Crison), con el electrodo de pH con numero de referencia 52.08 de Crison. A
los 40 minutos se agregan 5 ul de HCl 10 mM para medir la bajada de pH provocada
por esa concentracion de protones. Esto permite transformar las unidades de pH en
cantidad de protones expulsados.

A partir de estos datos, se calcula el incremento en la concentracion de protones
del medio por unidad de peso fresco de raiz, y por minuto, en diferentes intervalos de
tiempo: los primeros 10, 20, 30 y 45 minutos. En el ensayo se realizaron 4 repeticiones
biologicas para cada condicion (control y acético), se calculd la media y error estdndar

de estas repeticiones y se realiz6 el correspondiente analisis estadistico.

3.20 Ensayos de toma y acumulacion de cationes

3.20.1 Ensayo de toma de sodio y litio

El ensayo de toma de Na" y Li" en plantas de A. thaliana se realiza a partir de
plantas crecidas durante 13 dias en medio MS liquido. Transcurrido ese tiempo, se
traspasan a un nuevo medio MS liquido suplementado con 125 mM de NaCl o 25 mM
de LiCl, y se hacen tratamientos a diferentes tiempos, comprendidos entre 0 y 2 horas.
Tras el tratamiento, las plantulas se lavan 2 veces en una solucion fria de 20 mM de
MgCl, y 2 veces en agua estéril fria. Finalmente, las muestras se dejan secar en estufa a
50 °C durante 2-3 dias, envueltas en papel filtro. Se realizan tres repeticiones bioldgicas
del experimento, y se calcula la media y el error estandar para cada linea de A4. thaliana

estudiada. La extraccion de los cationes del tejido secado, se describe mas adelante.

3.20.2 Ensayo de toma de rubidio

El rubidio se usa en fisiologia como andlogo del potasio. El ensayo de toma de
Rb" en plantulas de 4. thaliana se ha realizado tanto en presencia como en ausencia de
acido acético. En ambos casos, se parte de plantulas crecidas durante 13 dias en medio
MS liquido. Transcurrido ese tiempo, las plantulas se lavan 2 veces con agua estéril,
para eliminar el potasio y se traspasan a medio liquido sin K, suplementado con la

concentracion indicada de RbCl en cada caso (con o sin 3,5 mM de &cido acético). Se
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mantienen en dicho medio durante diferentes tiempos, comprendidos entre 0 y 2 h.
Finalmente, las muestras se lavan y se almacenan tal y como se describe en el apartado

anterior.

3.20.3 Ensayos de acumulacion de cationes

Este tipo de ensayo se realizd tanto en plantulas enteras como en la raiz y la
parte aérea de forma separada.

Para el ensayo de acumulaciéon de sodio, litio y rubidio en plantulas de A.
thaliana, se parte de plantulas crecidas en medio liquido durante 11 dias. Transcurrido
ese tiempo, se traspasan a nuevo medio MS liquido suplementado con 125 mM NacCl o
25 mM LiCl, donde se mantienen por 2 dias. En el caso del rubidio las plantulas se
transpasan a medio sin K suplementado con 10 pM de RbCl. Finalmente, se realizan
los mismos lavados y se almacenan del mismo modo que las muestras del ensayo de
toma de cationes. En el caso del K, se utilizan plantulas crecidas durante 13 dias en
medio MS liquido que directamente se lavan y se almacenan a 50°C durante 2-3 dias.

Para el ensayo de acumulacion de sodio y litio en raiz y parte aérea por
separado, se utilizan plantas crecidas en cultivo hidropdnico durante 6 semanas.
Transcurrido ese tiempo las plantas se transfieren a una cubeta con 25 mM de LiCl o
125 mM NaCl, y se mantienen durante 2 dias. Al finalizar el tratamiento, se corta por un
lado la roseta y por otro la raiz de las plantulas, se realizan los lavados descritos
previamente con MgCl, y agua, se envuelven en papel de filtro las muestras y se
almacenan en estufa a 50°C durante 2-3 dias. En el caso del K, se utilizan plantas
crecidas en cultivo hidropdnico durante 6 semanas, de las que se separa la raiz y la parte
aérea, se lavan por separado y se almacenan en estufa, como en el caso anterior. Las
muestras de la roseta estdn formadas por una Unica planta, mientras que para la raiz se
juntan cinco plantas para obtener una muestra.

En todos los experimentos de acumulacion de cationes en plantula completa, se
realizan 3 repeticiones bioldgicas para cada linea y se calcula la media y el error
estandar. En los experimentos de medida de cationes en raiz y parte aérea por separado,

se realizan 4 repeticiones bioldgicas.
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3.21 Extraccion y medida de cationes

Se parte de muestras secadas en estufa, tal y como se ha explicado
anteriormente. Se trituran con una varilla de vidrio y se colocan 10 mg de muestra en un
microtubo. Se anade 1 ml HNO; 0,1 M y se deja a temperatura ambiente durante 30
minutos. A continuacidn, se centrifuga 5 minutos a 12.000 y se toma el sobrenadante,
que se pasa a un tubo nuevo. Si no queda totalmente limpio se repite la centrifugacion.
Finalmente el sobrenadante se guarda a 4 °C. La medida de la cantidad de Rb', Li", Na"
y K" en las muestras se realizé por personal del ITQ (Instituto de Tecnologia Quimica),
mediante un espectrofotometro de emision Optica de plasma acoplado inductivamente

(Varian-715-ES “ICP Optical Emision Spectometer”).

3.22 Medida del contenido en acido abscisico (ABA)

3.22.1 Obtencion de las muestras

Se realizaron dos ensayos diferentes de medida del contenido de ABA tras un
tratamiento con acético. En el primer ensayo el acético se aplica desde el primer
momento, mientras que en el segundo ensayo el acido acético se afiade a plantulas ya de
6 dias.

Para el primer ensayo se pesan 30 mg de semillas del control silvestre para cada
muestra, y se dejan crecer en medio MS liquido o medio MS liquido suplementado con
3,5 mM de acido acético durante 6 dias. A los 6 dias se realiza la extraccién de acido
abscisico de 3 muestras control y 3 muestras tratadas con acético (que poseen un menor
tamafio debido al efecto del acético). A los 8 dias, se realiza la extraccion de ABA de
otras 3 muestras tratadas con acético (que poseen un tamafio bastante similar al de las
plantulas crecidas en MS a los 6 dias).

En el segundo ensayo, plantulas crecidas durante 6 dias en medio MS se
transfieren a medio MS liquido suplementado con 3,5 mM de 4acido acético, donde se
mantienen durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo, se realiza la extraccion y medida

de abscisico.

3.22.2. Extraccion y medida de acido abscisico

Se parte de 100 mg de material vegetal congelado y se tritura con mortero. Se

afaden 2,5 ml de tampon de extraccion (acetona 80% (v/v), BHT (“Butylated
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HidroxiToluene) 100 mg/l y acido citrico 500 mg/l) y se incuba toda la noche a 4°C, en
oscuridad. Al dia siguiente, se centrifuga 10 min a 12.000 rpm y se toman 0,5 ml del
sobrenadante. A continuacion, se evapora en “speedvac”, y se resuspender el residuo en
100 ul de TBS (Tris 50 mM, MgCl, 1 mM, NaCl 150 mM ajustado a pH 7,8 con HCI).
El ABA presente en cada muestra se cuantifica mediante el método indirecto
ELISA, proporcionado por el estuche de medicion “Phytodetek ABA” (Agdia),

siguiendo las instrucciones suministradas por el fabricante.

3.23 Analisis de la expresion génica en condiciones de estrés

por acido acético mediante micromatrices de oligos:

3.23.1 Caracteristicas de las micromatrices empleadas

En este trabajo se han empleado micromatrices provenientes de la Universidad
de Arizona: “Arabidopsis Genome Oligo Set version 3.0

(www.ag.arizona.edu/microarray). Cada micromatriz contiene 29.110 oligonucleo6tidos

de 70 pares de bases, que representan 26.173 genes que codifican proteinas, 28.964
transcritos codificantes de proteinas y 87 microRNAs. El disefio de las micromatrices se
ha realizado en base a la informacién de la base de datos “TIGR Arabidopsis genome”

(http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/) y al registro de microRNAs del “Sanger Institute”

(http://www.sanger.acuk/Software/Rfan/mirna/index.shtml).

3.23.2 Preparacion de las muestras

Plantas crecidas durante 5 dias en medio MS so6lido se transfieren a medio MS
liquido y se dejan crecer durante 13 dias mas. Transcurrido ese tiempo se toman 4
muestras (3 plantas cada una) y se les somete a un tratamiento de 2 horas con 3,5 mM
de acido acético, mientras que otras 4 muestras se transfieren a medio MS sin acético y
se mantienen durante 2 horas (muestras control). Para el andlisis de la expresion génica
en condiciones de estrés acido, se extrae RNA de estas muestras, y se realizan 4 réplicas
biologicas enfrentando en cada micromatriz una muestra tratada con acético frente a una

muestra control.
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3.23.3 Preparacion de la sonda de RNA para la hibridacion

Tras la extraccion y purificacion del RNA (mediante el kit “RNeasy Mini Kit” de
Quiagen), se lleva a cabo el marcaje del mismo con fluoréforos. Se emplea un método
de marcaje indirecto, de modo que en primer lugar se obtiene el “aminoallyl-RNA” (aa-
RNA), y a continuacion se acoplan los fluor6foros. Para ello se emplea el kit
“Admminoallyl MessageAmp™II RNAA kir’ de Ambion. Finalmente se fragmenta el

RNA para favorecer su hibridacién a la micromatriz.

A) Amplificacion del RNA v sintesis del aa-RNA:

En primer lugar se sintetiza cDNA de doble cadena a partir del RNA. Tras la
purificaciéon del cDNA (kit “DNA clear” de Ambion), se realiza una transcripcion in
vitro 1incorporando el nucledtido modificado “5-(3-aminoallyl)-UTP” (Ambion),
obteniendo asi el aa-RNA. Finalmente, se efectiia otra purificaciéon empleando el kit

“Megaclear™” (Ambion).

B) Acoplamiento con los fluoroforos:

Una vez purificado el aa-RNA, se lleva a cabo la reaccion de acoplamiento con
los fluordforos Cy3 y Cy5 (“N-hydroxyl succinimidal dyes’) de GE Healthcare. En dos
de las réplicas, se empled el fluordéforo Cy3 para las muestras control y el CyS5 para las
muestras tratadas. En las otras 2 réplicas se marcaron de forma contraria, para eliminar
la variabilidad debida a la mayor o menor hibridacion de los fluoréforos.

Para el marcaje, 7,5 pg de aa-RNA se disuelven en 10 pl de “coupling buffer”, y
se mezcla con 18 pl del fluor6éforo apropiado disuelto en DMSO. El acoplamiento se
lleva a cabo durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. A continuacion, el
aa-RNA acoplado al fluor6foro se purifica usando el kit “MegaClear” (Ambion).
Finalmente, se mezclan 250 pmoles de cada aa-RNA (muestra tratada y control),
marcados con diferentes fluor6éforos, se secan en “speedvac” y se realiza la

fragmentacion.

C) Fragmentacion del aa-RNA:

Para llevar a cabo la fragmentacion, se emplea el kit “RNA fragmentation
reagent” (Ambion). Concretamente, se afiaden al aa-RNA, 20 pg de tRNA y 20 ug de

poli(A), usando un tampén de fragmentacion de RNA (Ambion) en un volumen final de
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5 ul. La mezcla se incuba 15 minutos a 70°C, y transcurrido ese tiempo se detiene la

reaccion (“‘stop solution”) y la sonda estd preparada para la hibridacion.

3.23.4 Preparacion de las micromatrices para la hibridacion

Previamente a su uso, los cristales deben ser rehidratados, empleando vapor de
agua a 60°C durante 10 segundos, y secandose en un termobloque a 65°C durante 5
segundos. La hidratacion de los cristales se realiza 3 veces consecutivas. Tras la
hidratacion, se fija el DNA exponiendo los cristales a 65mj empleando un “UV cross-
linker” (Stratagene).

A continuacion, los cristales se lavan dos veces con una solucion de 0,1 % SDS
y 4 veces en agua. Cada lavado se realiza durante 2 minutos. Finalmente, se introduce el
cristal en etanol absoluto durante 30 segundos, y se seca por centrifugacion a 2.000 rpm

durante 1 minuto a temperatura ambiente.

3.23.5 Prehibridacion e hibridacion de las micromatrices

Los cristales se prehibridan 30-45 minutos a 42 °C con 50 ml de solucion de
prehibridacion (SSC 3X, 0,01% BSA y 0,1% SDS) en un tubo de 50 ml. Transcurrido
ese tiempo, los cristales se lavan a temperatura ambiente, 2 veces en agua (lavados de 2
min cada uno) y una vez en propanol (30 segundos), y se secan por centrifugacion a
2.000 rpm durante 1 minuto. Inmediatamente después se realiza la hibridacion.

La hibridacion se lleva a cabo en una camara de hibridacion de micromatrices
(“Arraylt Hybridization Cassete”, TeleChem) y se tapa con una cubierta 60x22 mm
“LifterSlip” (Erie Scientific).

Al aa-RNA ya fragmentado (sonda) se le afade la mezcla de hibridacion, que
contiene 50 pl de formamida desionizada, 30 pul de SSC 20X, 5 ul de solucion
“Denhardt’s” y 5 ul de SDS 10%. La mezcla de hibridacion se desnaturaliza a 95 °C
durante 5 minutos y se aplica al cristal. Los cristales se incuban a 37 °C durante 16

horas en la cdmara de hibridacion.

3.23.6 Lavado y escaneado de las micromatrices

Finalizada la hibridacion, los cristales se lavan del siguiente modo: el primer

lavado se realiza con SSC 1X y SDS 0,1% a 30 °C (5 minutos), el segundo con SSC
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0,2X y SDS 0,1% a 30 °C (5 minutos), el tercero y el cuarto con SSC 0,1X a 28 °C (2
minutos) y finalmente con SSC 0,01X durante 2 minutos a temperatura ambiente. Los
cristales se secan por centrifugacion a 2.000 rpm durante 1 minuto a temperatura
ambiente.

Los “microarrays” hibridados se escanean a 532 nm para el fluoréforo Cy3 y a
635 nm para el fluoréforo Cy5, usando el escaner Genepix 4000B (Axon Molecular
Devices, Sunnyvale CA) a una resolucion de 10 pum. Se ajusta manualmente la
intensidad de sefial para cada canal, con el propdsito de incrementar la diferencia entre

el fondo y la senal de cada punto, asi como para reducir el nimero de puntos saturados.

3.23.7 Preprocesamiento de los datos con genepix

Mediante el programa “GenePix 4,1 microarray-analysis” (Axon Molecular
Devices, Sunnyvale CA) se cuantifica la intensidad de cada punto, se realiza una
primera normalizacion de los datos (basada en que el cociente rojo/verde sea igual a 1),
y se analizan las imégenes. Tras este andlisis, los puntos con manchas, saturados en
ambos canales, o una intensidad en alguno de los dos canales menor al doble de la

intensidad del fondo en ese canal, se eliminan.

3.23.8 Procesamiento de los datos con Accuity y andlisis estadistico

Mediante el programa “Accuity”, se realiza una nueva normalizacion de los
datos (método LOWESS: “Locally Weighted Scatter plot Smoother”). Asimismo, se
eliminan aquellos puntos (“spots”) que no estén representados al menos en 3 de las 4
réplicas, se invierte el cociente en las 2 réplicas cuyo marcaje se realizd con los
fluoréforos invertidos, y se seleccionan los genes diferencialmente expresados. Como
genes diferencialmente expresados se consideraron aquellos que al menos en 3 de los 4
arrays estan mas de 3 veces inducidos o mas de 4 veces reprimidos.

El andlisis estadistico se realiza con el test estadistico SAM (“Significant
Analysis of Microarrays”), que permite determinar aquellos genes cuyo nivel de

induccidn o represion es estadisticamente significativo (considerando un error del 5%).
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4.1 Rastreo de lineas mutantes “activation tagging”

4.1.1 Aislamiento de mutantes resistentes a dacido acético

En este trabajo se ha realizado un rastreo de 30.000 lineas mutantes (unas
400.000 semillas) pertenecientes a la coleccion de W. Sheible y C. Somerville (ver
apartado 3.1.1) con el objetivo de identificar mutantes de 4. thaliana tolerantes a acido
acético durante la germinacion y el establecimiento de la plantula.

La busqueda de mutantes se llevo a cabo tal y como se describe en el apartado
3.7.1. En primer lugar, se realiza un rastreo primario en el que se identifican los posibles
mutantes, y posteriormente, un rastreo secundario, con el que se confirma la tolerancia
de las lineas candidatas, analizando su descendencia. Tras el rastreo primario, se
seleccionaron 170 posibles candidatos, que presentaban cotiledones abiertos y verdes

tras 6 dias en un medio MS suplementado con 7 mM dacido acético (Figura 4.1A).
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Figura 4.1: Rastreo de lineas mutantes. A) Detalle rastreo primario. La flecha
muestra uno de los candidatos seleccionados tras 6 dias en medio MS pH 5,5 + 7 mM
acido acético. B) Detalle rastreo secundario. Se muestra como uno de los candidatos
confirmados (147) presenta cotiledones expandidos y verdes tras 5 dias en medio MS

pH 5,5 + 3,5 mM acido acético. CS= Control silvestre.

Todos los posibles candidatos seleccionados en el rastreo, se pasaron a tierra
para obtener su descendencia (poblacion S;), sobre la que se llevd a cabo el rastreo
secundario. De los 170 candidatos analizados en este segundo rastreo, se seleccionaron
los cinco mejores (wat 1-5: “weak acid tolerant 1-5) de acuerdo a su resistencia a
acido acético. En la Figura 4.2, se muestra el fenotipo en presencia de acido acético de
tres de los cinco candidatos seleccionados. Se observa que los candidatos presentan un
fenotipo similar en medio suplementado con 3,5 mM de acido acético (Figura 4.2A).
Sin embargo, al incrementar la concentracion de acido, es posible establecer los

diferentes niveles de tolerancia frente al acido (Figura 4.2B). Concretamente, puede
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observarse que el candidato que muestra mayor tolerancia a acético es el 147 (wat2),

seguido del mutante 125 (watl) y, por tltimo, el 106 (wat3).

A 3,5 mMacido acético B 6 dias
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Figura 4.2: Fenotipo en presencia de acido acético de tres de los cinco candidatos confirmados (wat
1-3). A) Porcentaje de cotiledones verdes entre los 4 y 6 dias de crecimiento en medio MS suplementado
con 3,5 mM 4cido acético. Cada columna representa la media y error estandar de 3 repeticiones
biologicas. En esta Figura y en todas las siguientes: **, * y + indican que existen diferencias
significativas entre el mutante indicado y su control, con un nivel de significacion a=0,01, 0=0,05%, y
0=0,1%, respectivamente. B) Porcentaje de cotiledones verdes a los 6 dias de crecimiento en medio MS
suplementado con diferentes concentraciones de acido acético. Las barras de error muestran el error

estandar de 3 repeticiones bioldgicas. CS: Control Silvestre.

4.1.2 Confirmacion de la presencia de T-DNA en los mutantes y

determinacion del numero de inserciones

Con el objetivo de comprobar la presencia de T-DNA en el genoma de los
mutantes y conocer el numero de inserciones introducidas con la mutagénesis, se
realizaron andlisis “Southern blot” con sondas especificas para el T-DNA.
Concretamente, se empled una sonda que hibrida en el gen BAR, de resistencia a
BASTA y una sonda que hibrida en el activador transcripcional 35 S.

El resultado de ambos “Southerns” se muestra en la Figura 4.3, donde se
observa que el mutante nimero 39 (wat 4) no posee ninguna insercion de T-DNA, los
mutantes 61 (wat 5) y 125 (wat 1) tienen una unica insercion, y los mutantes 147 (wat
2) y 106 (wat 3) presentan varias inserciones en su genoma (cuatro o mas). El hecho de
que el mutante n° 39 (wat 4) no posea el T-DNA en su genoma, puede resultar
sorprendente. Sin embargo, probablemente en esta linea se ha producido una mutacion
espontanea (o inducida por las condiciones de estrés a las que se someten las plantas en
el proceso de mutagénesis), que es la responsable del fenotipo de tolerancia a acido

acético en germinacion.
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Figura 4.3: Analisis “Southern” de los candidatos
seleccionados, empleando la sonda BAR (A) o la sonda 35S

(B). CS: Control silvestre.

Considerando los resultados obtenidos en los “southerns” y el grado de
tolerancia a acético de los diferentes mutantes aislados en el rastreo, se decidio
investigar en mayor profundidad el mutante 125, que presentaba una tnica insercion de
T-DNA y mostraba uno de los mejores fenotipos de tolerancia a acético. A este mutante
se le denomino6 watl-1 (“weak acid tolerant” I-alelo 1)). La posterior localizacion del
T-DNA en el genoma de los mutantes, mostro que esta linea mutante se habia aislado
dos veces en el rastreo de forma independiente, ya que las lineas 61 y 125 correspondian
al mismo mutante. Este resultado, da mayor consistencia rastreo y respalda la eleccion

de este mutante para su analisis en mayor detalle.

4.2 Caracterizacion fenotipica del mutante watI-1

4.2.1 Caracterizacion fenotipica en germinacion y aparicion de

cotiledones

A) Fenotipo del mutante watl-1 en medio MS:

La caracterizacion fenotipica del mutante wat/-1 se inici6 realizando ensayos de
apariciéon de cotiledones en cultivo in vitro. En todos estos ensayos, se emplea un
control que muestra la germinaciéon y establecimiento de cotiledones de ambos
genotipos en medio MS. De este modo, se asegura que las diferencias observadas en los
distintos medios se deben al efecto de las sustancias incluidas en los medios a
concentraciones toxicas, y no a diferencias observables en condiciones normales.

La Figura 4.4, muestra el comportamiento del control silvestre y el mutante

watl-1, en medio MS. En el grafico se observa como la aparicion de cotiledones en el
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mutante y el control ocurre de forma similar entre los 3 y 5 dias. A los 4 dias
practicamente se han expandido el 100% de los cotiledones, y a los 5 dias todas las
plantulas tienen los cotiledones abiertos. Por lo tanto, en medio MS, la germinacién y
establecimiento de las plantulas ocurren simultineamente en el mutante y el control, por
lo que cualquier diferencia observada en otro medio, sera efecto de las sustancias
toxicas afiadidas.

Por otra parte, la Figura 4.4A muestra el aspecto de las plantulas del mutante y el
control, tras 5 dias en medio MS. Se observa que todas ellas presentan cotiledones
abiertos y verdes, y el aspecto de las plantulas de ambos genotipos es muy parecido.
Para comprobar si el tamafio de las plantulas del mutante era igual al del control
silvestre, se midi6 el area de los cotiledones empleando el programa “IMAGE J”. De
este modo, se observa que las plantulas del mutante tienen un tamafio ligeramente
menor que las del control silvestre, si bien esta pequefia diferencia resulta significativa

(Figura 4.4C).
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B) El mutante watl-1 tolera acidos débiles:

Para iniciar la caracterizacion fenotipica del mutante watl-1, se quiso comprobar
si la tolerancia a estrés por acido acético que mostraba el mutante durante la
germinacion y establecimiento de la plantula, era especifica para éste acido o si watl-1
era capaz de tolerar otros acidos débiles con un pKa similar, como el acido sorbico o el
propiodnico (Figura 4.5).
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Figura 4.5: Estructura y pKa del acido acético (A), propidnico (B) y sorbico (C).

Para ello, se realizo un ensayo de aparicion de cotiledones en medio MS
suplementado con la concentracion apropiada de cada acido. En la Figura 4.6 se observa
como el mutante watl-1 presenta un mayor porcentaje de cotiledones verdes que el
control, no sélo en presencia de acido acético, sino también en medio suplementado con
acido propiodnico o sorbico.

Por lo tanto, el mutante es resistente a la acidificacion intracelular provocada por

diferentes acidos débiles.
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Figura 4.6. Fenotipo del mutante watl-1 en presencia de acidos débiles. Aspecto de las plantulas tras
5 dias de crecimiento en presencia de 550 pM de acido sorbico (A) o 1 mM de acido propidnico (B). C)
Porcentaje de cotiledones verdes tras 5 dias de crecimiento en presencia de acidos débiles. Cada columna

representa la media y error estandar de tres repeticiones biologicas.

C) El mutante watl-1 es sensible a cationes toxicos:

Debido a la relacion existente entre la homeostasis de los diferentes cationes, se
continu6 con la caracterizacion fenotipica del mutante, estudiando su fenotipo en

presencia de cationes toxicos, como el litio, o de policationes, como la norespermidina.
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Figura 4.7: Fenotipo del mutante watl-1 tras 5 dias en medio con cationes
téxicos. A) Fotografia mostrando el fenotipo del mutante y el control tras 5 dias de
crecimiento en medio MS suplementado con 25 mM de LiCl. B) Porcentaje de
cotiledones verdes del control silvestre y el mutante tras 5 dias en medio MS con 25
mM LiCl y MS con 2,8 uM norespermidina (NE). Cada columna representa la media

y error estandar de tres repeticiones bioldgicas.

La Figura 4.7 muestra que el mutante es sensible a cationes toxicos, ya que
presenta un menor numero de cotiledones verdes en comparaciéon con el control (Figura
4.7A). La cuantificacion del fenotipo representada en la Figura 4.7B, muestra que el
porcentaje de cotiledones verdes en el mutante es aproximadamente un 30% y un 20%
menor que el del control en medio suplementado con litio y norespermidina,

respectivamente.

D) El mutante watl-1 tolera estrés osmotico:

Continuando con la caracterizacion fenotipica del mutante, se investigd su
fenotipo en presencia de estrés osmotico. Para ello se realizaron ensayos de aparicion de
cotiledones en presencia de NaCl, ABA y manitol.

A los 5 dias de crecimiento en los medios indicados, el mutante presentaba un
porcentaje de cotiledones expandidos y verdes aproximadamente un 40% mayor que el
control silvestre. Estos resultados indican que wat/-1 es mas resistente a estrés osmotico

en los primeros estadios de desarrollo (Figura 4.8).
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Figura 4.8: Fenotipo del mutante watl-1 en presencia de estrés osmético. A)
Fotografia mostrando el fenotipo del mutante y el control tras 8 dias de crecimiento en
medio MS suplementado con 0,8 uM ABA. B) Porcentaje de cotiledones verdes tras 6
dias de crecimiento en presencia de 0,8 uM ABA, 125 mM NaCl y 250 mM manitol.

Cada columna representa la media y error estandar de tres repeticiones biologicas.

E) El mutante watl-1 es sensible a crecimiento en presencia de bajo potasio:

Considerando la estrecha relacion existente entre la salida de protones del
interior celular y la entrada de potasio, se analizé el fenotipo del mutante en medio con

bajo potasio.
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Figura 4.9: Fenotipo en presencia de bajo potasio. A) Porcentaje de cotiledones
verdes entre los 4 y 11 dias de crecimiento en medio MS sin potasio suplementado con
10 uM de KCI. Cada columna representa la media y error estandar de tres repeticiones
biolégicas. B) Detalle de las plantulas silvestres y del mutante wat/-/ a los 5 dias de
crecimiento en medio sin potasio suplementado con 10 uM de KCI. C) Detalle de las

mismas plantulas a los 11 dias.

El ensayo de aparicion de cotiledones, indica que el mutante abre los cotiledones
con retraso en comparacion con el control. Ademas, el nimero de plantulas totales que
logra expandir los cotiledones (aproximadamente un 60%) es menor que en el control
silvestre (aproximadamente un 80%). Es decir, el control expande los cotiledones mas

rapidamente que el mutante y alcanza un numero mayor. Sin embargo, con el paso de
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los dias, los cotiledones de las plantulas control amarillean, mientras que las del mutante

lo hacen mas lentamente, probablemente debido al retraso en la aparicién de los mismos

(Figura 4.9).

F) La sensibilidad a litio del mutante wat/-I no se debe a una mavor

sensibilidad a etileno:

Dado que el litio induce la sintesis de etileno en la célula vegetal (Bueso ef al.,
2007), se quiso comprobar si la sensibilidad a litio del mutante se relacionaba con una
mayor sensibilidad a etileno, una hormona inhibidora de la germinacion y del
crecimiento.

Para ello, se realizd un ensayo germinando las semillas en oscuridad en
presencia o ausencia de ACC, precursor en la sintesis del etileno. En la Figura 4.10 se
observa como las plantulas crecidas en oscuridad (MS) muestran un fenotipo etiolado,
con un hipocotilo mas alargado y hojas de color amarillento. Las plantulas crecidas en
presencia de ACC, muestran el fenotipo propio de la triple respuesta a etileno, es decir,
un hipocotilo mas corto y grueso y un gancho apical. El comportamiento del mutante en
ambos medios es similar al de las plantas silvestres, por lo que no parece que el mutante

sea mas sensible al etileno.

Figura 4.10: Crecimiento del mutante watl-1 en presencia de ACC. Plantulas del mutante watl-1 y

del control silvestre crecidas durante 5 dias en oscuridad en medio MS (A) o MS con 10 uM de ACC
(B).

4.2.2 Caracterizacion fenotipica en plantulas de 15-20 dias de edad

A) Fenotipo en medio MS:

Al igual que se realizo en los primero estadios del desarrollo, se quiso observar
el fenotipo del mutante en estadios posteriores, para comprobar si las pequefas

diferencias de tamaio existentes al inicio del desarrollo, se mantienen posteriormente.
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Para ello, se midio, en primer lugar, la longitud de la raiz de plantulas crecidas
durante 7 dias en medio MS en horizontal y transferidas a medio MS vertical durante 3
dias. La Figura 4.11A muestra como la longitud de la raiz es significativamente mayor
en las plantulas control que en el mutante wat/-1. Para determinar si la diferencia en la
longitud total se debe a una diferencia inicial existente en la longitud radicular de las
plantulas transferidas al medio vertical, o si el crecimiento en el nuevo medio se
encuentra reducido en el mutante, se midi6 el incremento en la longitud de la raiz tras 3
dias de crecimiento en vertical. La Figura 4.11B muestra como el incremento en la

longitud de la raiz es significativamente mayor en el control silvestre que en el mutante.

A Fenotipo en MS (raiz) B Fenotipo en MS (raiz) C

35

3

25
24
15 -
14
05 4
0
Ccs wat?-1 cs wat?-1

Longitud raiz (cm)
w
Increm ento longitud raiz {cm)

Figura 4.11. Fenotipo de las plantulas de watl-1 en medio

D Fenotipo en M$ (peso) MS. Longitud total de la raiz (A) o incremento de la raiz (B)
160 de plantulas del mutante y el control crecidas 7 dias en medio

= ::g = MS horizontal y transferidas a medio MS en vertical durante 3
g 100 dias. Cada columna representa la media y error estandar de 3
é zg repeticiones independientes con 7 plantulas cada una. C)
g :g Aspecto de la raiz de las plantulas mencionadas. D) Peso
0 . fresco de 6 plantulas tras 10 dias de crecimiento en vertical.

cs wat1-1 Cada columna representa la media y error estandar de 3

repeticiones independientes.

Por lo tanto, el crecimiento de la raiz del mutante en medio MS es algo menor
que el del control silvestre. Por ello, para poder observar el efecto de las diferentes
sustancias toxicas en los experimentos de medida del crecimiento radicular en distintos
medios, se expresaran los resultados en porcentaje, considerando 100% el crecimiento
en medio MS control.

Por otra parte, para estudiar el crecimiento de la parte aérea, se pesaron plantulas
del control y del mutante tras 10 dias de crecimiento en medio MS en vertical. Como se
observa en la Figura 4.11D, el peso de las plantulas del control es significativamente

mayor que el de las plantulas del mutante. Por lo tanto, el crecimiento del mutante en

139



Resultados

condiciones normales es algo menor que el del control. Por este motivo, en los
experimentos posteriores en que se determina el peso de las plantulas crecidas en
vertical en diferentes medios, los resultados se expresaran en porcentaje con respecto al

crecimiento en medio MS, considerado 100%.

B) Las plantulas de watl-I no muestran mejor fenotipo en presencia de

acido acético:

Como se ha descrito anteriormente, el mutante wat/-1 se aislé por su tolerancia
a dacido acético en un rastreo realizado en los primeros estadios de desarrollo.
Posteriormente se comprobd que wat/-/ también presentaba una mayor tolerancia a
otros acidos débiles en las mismas condiciones de ensayo.

Para estudiar en mayor profundidad el fenotipo de tolerancia a acidos débiles del
mutante, se quiso observar su comportamiento una vez superado el estadio de
germinacion y establecimiento de la plantula. Para ello, se germinaron las plantulas en
medio MS y a los 7 dias se transfirieron a medio MS suplementado con diferentes
concentraciones de acido acético y se analiz6 la inhibicion del crecimiento provocada
por el acido.

La Figura 4.12A muestra el peso fresco de las plantulas del mutante y del control
en los diferentes medios, expresado en porcentaje con respecto al peso fresco en medio
MS. Como era esperable, el peso se reduce a medida que se incrementa la concentracion
de acido acético, por lo que el acido esta inhibiendo el crecimiento. Esta reduccion del
crecimiento es similar en el mutante y el control, ya que no hay diferencias
significativas entre los pesos de ambos genotipos. En la Figura 4.12B puede observarse
como las plantulas crecidas en presencia de 1mM de acido acético poseen una roseta de
menor tamafio y sacan el escapo floral antes que en el medio control, como
consecuencia del estrés al que estdn sometidas. Asimismo, se observa que el
crecimiento radicular se inhibe incluso mas drasticamente que el de la parte aérea. Los

fenotipos son similares en el mutante y en el control silvestre.
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A Fenotipo en presencia de acido acético B cs wat1-1

CS wat1-1
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40 o watt-1

peso fresco (%)
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Concentracion de ac.acético (mM)

MS+ 1mM acjdo acético

Figura 4.12: Fenotipo de pliantulas del mutante wat/-1 y del control silvestre en medio con acido
acético. A) Peso fresco (expresado en %) de plantulas crecidas en medio MS durante 7 dias y pasadas a
medio MS con diferentes concentraciones de acético durante 10 dias. Cada columna representa la media
y error estandar de 4 repeticiones biologicas independientes formadas por 5 plantulas cada una. B)
Aspecto de las plantulas del mutante y el control tras 11 dias en medio MS suplementado con 1 mM de

acido acético.

A continuacién, se quiso analizar en mayor detalle la inhibicion del crecimiento
de la raiz provocada por el acido acético (Figura 4.13). En primer lugar, se observa que
las concentraciones de acético requeridas para inhibir el crecimiento radicular son
mucho menores que las necesarias en la parte aérea. Concretamente, una concentracion
de 1 mM de acido acético provoca una reduccion del peso fresco de las plantulas menor
del 50% (Figura 4.12), mientras que la disminucion que causa en la longitud de la raiz
es aproximadamente de un 80% (Figura 4.13). Por otro lado, se observa que no existen
diferencias significativas entre el mutante y el control silvestre en la inhibicion del

crecimiento radicular provocada por concentraciones crecientes de acido acético.

Figura 4.13: Inhibicién del crecimiento de la

Inhibicion crecimiento raiz por acético raiz de plantulas del mutante watl-1 y del
100 control silvestre en medio con icido acético.
S gl Longitud de la raiz (expresado en % con
Y \ & (exp °
E B0 \\& — respecto al medio MS) de plantulas crecidas en
% 40 © #att1 | medio MS durante 7 dias y pasadas a medio
S n . . -
= MS con diferentes concentraciones de acético
a T T T
0 0,25 05 0,75 1 durante 10 dias. Cada columna representa la
Concentracion ac. acético (mM) media y error estandar de 4 repeticiones

bioldgicas formadas por 10 plantulas cada una.

Los resultados mostrados en las Figuras 4.12 y 4.13, indican que el mutante
watl-1 no es capaz de mostrar un mejor fenotipo en presencia de acido acético una vez

superado el estadio de germinacion y establecimiento de la plantula.
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C) Las plantulas del mutante watl-1 mantienen un pH citosolico mas

alcalino en presencia de acido acético:

Considerando que los ensayos de aparicion de cotiledones indican un mejor
comportamiento del mutante wat/-1 en presencia de estrés por acidos débiles, y que este
fenotipo de tolerancia no se mantiene en ensayos realizados en estadios posteriores, se
quiso analizar en mayor detalle la homeostasis de pH en el mutante wat/-1 en respuesta
a 4cido acético en estadio de plantula. Para ello, se realizaron medidas del pH
intracelular en el mutante y el control silvestre en un experimento de perfusion tratando
con acido acético. Este experimento fue realizado por la Dra. Lourdes Rubio en el

laboratorio del Prof. Jose A. Fernandez (Universidad de Malaga).

A 'y
acético acético T
ﬂ -‘.“U\uuﬂ’m 77 |B
pHe ApH
| Llsa 1mM acético
| lavado cs 7,28+0,19 0,74+ 01
lavado

— 153 wat1-1 7,22 + 0,31 0,28+ 0,1
5 min CS wat1-1

Figura 4.14: Medida del pH citosélico del mutante watI-1 y el control con microelectrodos de H".
A) La grafica muestra la variacion del pH citosolico de células epidérmicas de la raiz al tratar con 1 mM
de acido acético, y tras su lavado. Las plantas tratadas se cultivaron previamente en medio MS sélido en
vertical durante 10-15 dias. B) La Tabla muestra los valores de pH del mutante y el control previamente
al tratamiento, y la disminucion de pH producida al afiadir 1 mM de acido acético. Los datos representan

la media y desviacion estandar de 4 experimentos independientes.

En la Figura 4.14 se observa que el pH inicial (previo al tratamiento con acido)
es similar en el mutante y el control (aproximadamente de 7,3). Al anadir el 4cido
acético, se observa una clara disminucion del pH en el control silvestre, hasta alcanzar
un valor aproximado de 6,5. Sin embargo, en el mutante wat/-1 la reduccion del pH tras
el tratamiento con acético es mucho menor, aproximadamente un descenso de 0,3
unidades frente a la reduccion de aproximadamente 0,75 unidades de pH que ocurre en
el control. En ambas lineas, se recuperan los valores iniciales de pH al retirar el acético.

Por lo tanto, este ensayo indica, que el mutante wat/-1 presenta una alteracion
en la homeostasis de pH, por la cual es capaz de mantener un pH intracelular mas

elevado tras un tratamiento breve con acido acético (10 minutos).
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D) Las plantulas de watI-1 son mas sensibles a bajo potasio:

Para tratar de dilucidar mejor el fenotipo en presencia de bajo potasio observado
en germinacion y establecimiento de la plantula, se realizé un ensayo de crecimiento en
vertical, transfiriendo plantulas previamente germinadas en MS, a medio con bajo
potasio.

En la Figura 4.15 se observa como las plantulas del mutante wat/-1 (tanto la
parte aérea como la raiz) tienen un menor tamafo que el control en presencia de bajo
potasio. Este fenotipo se cuantifico pesando las plantulas (Figura 4.15B), y expresando
el peso en condiciones limitantes de potasio (10 uM KCI) como porcentaje con respecto
al peso en medio con una concentracion suficiente de potasio (1 mM KCl). En la Figura
4.15 se observa como en medio con potasio limitante, la reduccién en el peso del
control es aproximadamente del 65%, mientras que en el caso del mutante, esta
disminucion supera el 75%. El andlisis estadistico indica que estas diferencias resultan
significativas con un nivel de confianza del 99,95%. Este ensayo indica, por tanto, que
el mutante watl-1 es mas sensible que el control silvestre al crecimiento en un medio

con potasio limitante.

Fenotipo en bajo potasio

100 -

80 4

60 -

oCcs
| waff-1

40 4

Peso fresco (%)

20 4

MS 1mM KCI MS 10 uM KCI

Figura 4.15: Fenotipo de plantulas trasferidas a medio con bajo potasio. A) Aspecto
de las plantulas del control y del mutante tras 10 dias de ser transferidas desde medio MS
a medio sin potasio suplementado con 1 mM o 10 pM de potasio. B) Peso fresco
(expresado en %) de las plantulas mostradas en la fotografia anterior. Cada columna

representa la media y error estandar de 4 repeticiones bioldgicas de 7 plantulas cada una.

E) Fenotipo en presencia de acido abscisico:

Dado que el mutante watl/-1D, es menos sensible a la inhibicion de la
germinacion provocada por el ABA, se quiso estudiar, si también muestra cierta

insensibilidad a la inhibicion del crecimiento en estadios mas avanzados del desarrollo.
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Para ello, plantulas crecidas en vertical durante 7 dias, se transfieren a medio MS
con ABA, y se observa la inhibicion del crecimiento de la raiz, y de la parte aérea. En la
Figura 4.16A, se observa que el crecimiento radicular en presencia de ABA se reduce en
un 20% en el caso del mutante, y en un 30% en el caso del control. El andlisis
estadistico indica que las diferencias son significativas con un nivel de confianza del
99,5%. La Figura 4.16B muestra como las plantulas del control tienen un tamafio algo
mayor que las del mutante en medio MS. Sin embargo, en presencia de ABA, el tamafio
del mutante y el control es muy similar, e incluso es algo mayor el del mutante. Este
fenotipo se cuantific6 mediante el peso fresco de las plantulas, que se expresé en
porcentaje con respecto al peso en medio MS (Figura 4.16C). Por lo tanto, la
sensibilidad del mutante a la inhibicidn del crecimiento provocada por el ABA en estas

condiciones, es menor que la del control.

A Inhibicién crecimiento radicular por ABA B Cs wat1-1
— 100
E —
y e
g 0
=
e
o 40 =
§ 0
E w0
g
g 10
0
MS+10 LM ABA
Figura 4.16.: Fenotipo plintulas en presencia de
C Fenotipo en presencia de ABA ABA. A) Incremento en la longitud de la raiz producido
100 durante 3 dias en medio MS+10 pM de ABA,
—_ gg expresado en % con respecto al crecimiento en MS.
R
g ;g * Cada columna representa la media y error estandar de
ocs
2 ig muwati-f| tres repeticiones biologicas con 6 plantulas cada una. B)
[+]
5 23 Aspecto de la parte aérea de las plantulas del mutante y
10 control tras 8 dias en medio MS o MS+ 10 puM de
0
MS MS+ABA ABA. C) Peso fresco de las plantulas mostradas en B),

expresado en porcentaje con respecto al peso en MS.

Cada columna representa la media y error estandar de 6 muestras formadas por dos plantulas cada una.

4.2.3 Caracterizacion fenotipica en plantas adultas

A) Fenotipo del mutante watl-1 en invernadero

Finalmente, algunos ensayos de caracterizacion fenotipica se han realizado con

plantas crecidas en invernadero. A continuacidén, se muestra el fenotipo del mutante
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watl-1 al crecer en macetas en condiciones normales, hasta estadios mas avanzados de
desarrollo.

En la Figura 4.17A se muestra el fenotipo de la roseta del mutante en
comparacion con el control. Puede observarse que el tamafio de las rosetas del mutante
es ligeramente menor que las del control. Este fenotipo se cuantificé mediante el peso
fresco de la roseta, que resulta algo menor en el caso del mutante, pero esta diferencia
no es significativa estadisticamente. En relacion a la parte aérea, la Figura 4.17B
muestra como el fenotipo de la inflorescencia del control y el mutante es muy similar.
Por lo tanto, las pequenas diferencias de tamafio observadas entre el mutante y el
control creciendo en cultivo in vitro, se reducen al crecer las plantas en invernadero

hasta completar su desarrollo.

Fenotipo eninvernadero

Pesofresco roseta (9)

wat?-1

CS wat1-1

Figura 4.17: Fenotipo del mutante watI-1 en invernadero. A)
Fenotipo de la roseta del control y del mutante tras 20 dias de
crecimiento en invernadero. La grafica muestra el peso fresco de
las rosetas. Cada columna representa la media y error estandar
de 3 repeticiones biologicas. B) Aspecto de las plantas del
mutante y el control (izquierda), y detalle de las inflorescencias

(derecha), tras 30 dias de crecimiento en invernadero.

B) Fenotipo de sensibilidad a LiCl:

Dado que el mutante wat/-1 presenta mayor sensibilidad a cationes tdxicos en
los primeros estadios de desarrollo, se quiso comprobar si este fenotipo se mantenia en

estadios posteriores. Para ello, se regaron plantas del mutante y el control con solucion
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nutritiva suplementada con cloruro de litio. Concretamente se realizaron dos ensayos,
en uno de ellos el riego con cloruro de litio se inici6 5 dias después del transplante de
las plantulas a tierra (riego desde el inicio) y en el segundo tratamiento el riego se inicio
una vez desarrollada la roseta (riego desde roseta).

En la Figura 4.18A, se observa que en condiciones normales (riego con solucion
nutritiva), el tamafio de la roseta del mutante y del control es similar, siendo ligeramente
menor el del mutante. Asimismo, se muestra que las rosetas de plantas regadas con litio
desde el inicio, tienen un menor tamafio que las de plantas regadas con solucion
nutritiva, siendo esta reduccioén del crecimiento mayor en el caso del mutante wat/-1
que en el caso del control silvestre. Para cuantificar este fenotipo, se pesaron las rosetas
de cada genotipo y se expresé el peso, en condiciones de estrés por litio, en porcentaje
con respecto al peso en condiciones normales. El resultado se muestra en la Figura
4.18B, donde se observa que la reduccion del tamaiio debida al riego con litio es menor
del 20% en el caso del genotipo silvestre, mientras que en el mutante watl-1 esa
reduccion es aproximadamente del 70%. Este resultado indica que el crecimiento del

mutante se ve mas afectado por el tratamiento con litio que el del control.

A Riego desde el inicio B
Lo L Fenotipo riego con litio ( inicio)
Solucién nutritiva 2,5 mM LiCl
100 -
of E 80 |
& 5
* * ;“ T 60 acs
2 40 Aok awaif-1
o
X% & b
g o
0 4
SN SN + LiCl

Control wat1-1 Control wat71-1

Figura 4.18: Fenotipo del mutante wat I-1 y del control silvestre tras el riego con litio iniciado S
dias después del transplante a tierra. Aspecto (A) y peso fresco expresado en % (B), de la roseta de
plantas del control silvestre y del mutante watl-1 tras 16 dias de riego con solucion nutritiva (SN), o con
solucion nutritiva suplementada con 2,5 mM de LiCl (SN+LiCl). Cada columna representa la media y

error estandar de 6 repeticiones bioldgicas.

La Figura 4.19, muestra los resultados del ensayo realizado iniciando el riego

una vez desarrollada la roseta.
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A Riego desde roseta B
. L Fenotipo riego con litio (roseta)
Solucion nutritiva 10 mM LicClI
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Figura 4.19: Fenotipo de la roseta del mutante wat I-1 y del control silvestre tras el riego con litio
iniciado una vez desarrollada la roseta. Aspecto (A) y peso fresco expresado en % (B), de la roseta de
plantas del control silvestre y del mutante wat/-1 tras 9 dias de riego con solucion nutritiva (SN), o con
solucion nutritiva suplementada con 10 mM de LiCl (SN+LiCl). Cada columna representa la media y

error estandar de 6 repeticiones biologicas.

En la Figura 4.19A, se observa como las rosetas de las plantas regadas con litio
muestran un amarilleamiento, que resulta mas severo en el caso del mutante wat/-1 que
en el control. Con respecto al peso de la roseta, en este ensayo la reduccioén debida al
tratamiento con litio resulta muy acusada para ambos genotipos, si bien sigue siendo
significativamente mayor en el caso del mutante wat/-1 (90% frente a 80%) (Figura
4.19B).

En relacion a escapo floral, el riego con litio hace disminuir la longitud del
mismo, tanto en el mutante como en el control (Figura 4.20), si bien esta reduccion es
mas acusada en el caso del mutante (60% frente al 40%). Asimismo, algunas de las
inflorescencias del mutante presentan un aspecto marchito en condiciones de riego con
litio, como se muestra en la Figura 4.20A.

Por lo tanto, estos ensayos indican que la sensibilidad a litio del mutante,

observada en los primeros estadios del desarrollo, se mantiene en la planta adulta.
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Figura 4.20: Fenotipo del escapo del mutante wat 1-1 y del control silvestre tras el riego con litio
iniciado una vez desarrollada la roseta. Aspecto (A) y longitud expresada en % (B), del escapo floral
de plantas del control silvestre y del mutante watl-1 tras 9 dias de riego con solucion nutritiva (SN), o
con solucién nutritiva suplementada con 10 mM de LiCl (SN+LiCl). Cada columna representa la media y
error estandar de 6 repeticiones bioldgicas. La flecha de la Figura 4.20A, sefala la inflorescencia del

mutante y arriba a la derecha se amplia una inflorescencia marchita.

C) El mutante watl-1 es mas tolerante al riego con cloruro sodico:

En medio suplementado con cloruro sodico, el mutante wat/-1D es capaz de
germinar y abrir los cotiledones en mayor medida que el control. Por ello, se quiso

comprobar si este fenotipo de tolerancia se mantenia en estadio de planta adulta.

A B
Solucién nutritiva 150 mM NaCl Solucion nutritiva 150 mM NacCl
. R \
;“ A W *
FOR
CcSs wat1-1 CSs wat1-1 wat1-1 CS wat1-1 CS

Figura 4.21: Fenotipo del mutante watI-1 y del control silvestre tras el riego con sodio iniciado una
vez desarrollada la roseta. Aspecto de las rosetas (A) e inflorescencias (B) del mutante y del control tras
8 dias de riego con solucién nutritiva o con solucion nutritiva suplementada con 150 mM de NaCl. Las

flechas de la Figura 4.21B sefialan las inflorescencias marchitas del control.

Para ello, se realizé un ensayo de riego con cloruro sodico, similar al realizado
con litio, iniciando el tratamiento una vez desarrollada la roseta de las plantas. En la

Figura 4.21A, se observa como el riego con sodio provoca, tras 8 dias, un claro
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amarilleamiento y pérdida de turgencia de la roseta de las plantas control, que no se
manifiesta en las plantas del mutante. En el caso de la inflorescencia, el resultado es
similar, ya que las inflorescencias del mutante se mantienen con un aspecto saludable,
mientras que las del control se marchitan tras 8 dias de riego con sodio (Figura 4.21B).
Por lo tanto, este ensayo indica que el mutante wat/-1 es mas tolerante al cloruro
sodico no sdlo durante la germinacion y establecimiento de la plantula, sino también en

estadios posteriores.

D) Ensavo de pérdida de peso por transpiracion:

En ensayos realizados en cultivo in vitro, se observd que el mutante watl-1 es
mas tolerante a la germinacion en presencia de acido abscisico y manitol (Figura 4.8).
Asimismo, se ha comprobado que las plantulas del mutante muestran cierta
insensibilidad a la inhibicion del crecimiento provocada por ABA (Figura 4.16).

Dado que el ABA es la principal hormona implicada en el cierre de estomas, la
insensibilidad a ABA puede ir asociada a una mayor apertura estomatica. Para
comprobar si el mutante wat/-1 presentaba un defecto en el cierre de estomas, se realizd
un ensayo de transpiraciéon midiendo pérdida de peso de hojas de roseta de plantas

adultas tal y como se describe en el apartado 3.14 de Materiales y Métodos.

Como se muestra en la Figura 4.22A, la pérdida de agua por las hojas (a través
de los estomas) queda reflejada en una pérdida de la turgencia de las mismas. Por ello
tras las 6 horas de duracion del experimento las hojas muestran un aspecto mas
arrugado. En la Figura 4.22B, se representa el peso fresco de las hojas en porcentaje con
respecto al peso inicial, a lo largo de las 6 horas de duracion del experimento. La figura
muestra como la cinética de pérdida de peso es similar en el mutante y el control.
Asimismo se observa que tras las 6 horas el peso de las hojas representa
aproximadamente el 30% del peso inicial en ambos genotipos.

Por lo tanto, la insensibilidad parcial que muestra el mutante watl/-/ a la
reduccion del crecimiento provocada por acido abscisico, no correlaciona con una

insensibilidad al cierre de estomas, mediado por ABA.
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Figura 4.22: Ensayo de transpiracion. A) Aspecto de las hojas de roseta al inicio y al finalizar el
ensayo. B) Peso de las hojas de roseta, expresado en porcentaje, del mutante wat/-1 y del control silvestre
durante las 6 horas de duracion del ensayo. Las barras de error representan el error estindar de 6 muestras

independientes, formadas por tres hojas cada una.

4.3 Caracterizacion genética del mutante watl-1

4.3.1 watl-1 presenta una mutacion dominante (watl-1D)

Para llevar a cabo la caracterizacion genética del mutante, en primer lugar se
estudié la dominancia o recesividad de la mutacién encontrada. Con este objetivo se
realiz6 el cruce entre el genotipo mutante y el silvestre obteniendo la generacion F; que
se autofecundd para obtener la F, Esta generacion, se ensaydo en medio MS
suplementado con 3,5 mM de acido acético, comparando su comportamiento con el del
mutante wat/-1 y el del control silvestre.

En la Figura 4.23 se observa como tras 5 dias en medio MS con acético, todas
las plantulas del mutante ya presentan cotiledones abiertos y verdes, mientras que el
control silvestre presenta aproximadamente un 30% de plantulas con cotiledones
abiertos. En el caso de la generacion F, el porcentaje de plantulas con cotiledones
abiertos es aproximadamente de un 70%. A pesar de la dificultad que conlleva este
analisis (por que la sensibilidad del control no es del 100%), este resultado parece
indicar que el fenotipo de resistencia a acido wat/-1 se debe a una tnica mutacion
dominante, ya que la segregacion en la F, se asemeja al modelo 3:1 (resistente:

sensible). Por ello, a partir de aqui el mutante se denominara watI-1D.
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Figura 4.23: La mutacion estudiada es
dominante. La figura muestra el porcentaje de
cotiledones verdes del control silvestre, el
mutante wat/-1 y la generacion F,, tras 5 dias de
crecimiento en medio MS suplementado con 3,5
mM de acido acético. Cada columna representa
la media y error estandar de 3 repeticiones

independientes.

4.3.2 La tolerancia a acético del mutante correlaciona con la insercion

de T-DNA

Con este analisis de cosegregacion, se pretende determinar si el fenotipo de

tolerancia a 4cido acético del mutante se debe a la presencia del T-DNA en su genoma,

o si es el resultado de cualquier otra mutacion ocurrida por azar.

Para ello, se seleccionaron plantulas de la generacién F, tolerantes a &cido

acético y se comprob6 por PCR si todas ellas presentaban la insercion de T-DNA. De

24 individuos analizados, 23 de ellos presentaban el T-DNA, por lo que se concluyé que

la mutacion si estd ligada a la insercion de T-DNA (Figura 4.24). El individuo que no

tenia la inserciéon fue un falso positivo, como consecuencia de no trabajar con un

fenotipo cualitativo de resistencia o sensibilidad total.

Figura 4.24: Analisis de cosegregacion entre fenotipo y T-DNA.

Se muestra una PCR con primers que amplifican el activador 35S del

CaMV de 11 individuos de la generacion F,, seleccionados por su

resistencia en medio con 4 mM de acido acético. M=marcador de

tamafio 100bp. Las dos bandas que aparecen corresponden a la

amplificacion de 1 copia (=300bp) o dos copias en tandem (=600bp)
del activador 35S, presente en el T-DNA.
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4.3.3 Localizacion de la insercion de T-DNA en el mutante watl-1D

Con el objetivo de localizar la insercién del T-DNA en el genoma del mutante,
se llevd a cabo el rescate plasmidico, tal y como se describe en el apartado 3.7.5 de
Materiales y Métodos.

Como resultado del rescate plasmidico, se obtuvo la secuencia flanqueante a la
insercion del T-DNA, y tras un andlisis bioinformatico, se determin6 la posicion exacta
de la insercion en el genoma del mutante. Como se muestra en el esquema de la Figura
4.25, el T-DNA se localiza en la posicion 51062 del BAC T22E16, perteneciente al
cromosoma tres. Esta region, corresponde a un intron del gen At3g55480. Este gen esta
anotado en el genoma de A. thaliana como un gen perteneciente a la familia de las
adaptinas, y el gen mas cercano (At3g55470), es una proteina con dominio C2 (dominio

de unidn a lipidos de forma dependiente de calcio), de funcion desconocida.

A
AT3GS55450.1 T3G55480.1 T3G55490.1
N = %‘I
2 AT3GS55460.1 AT3655470.1 T-DNA T3GS55500.1
[
B AT365547R .2
2
o T22E16
chr3_pseudomolecule_TIGR ! } : ., s
20577k 20578k 20579k 20580k 20581k 20582k
IR
AT3655470.1
unknown protein
AT3655480.1
unknown protein
AT3655480.2
unknown protein
ya ya /
’ = 7 1DNA T i
=4 Kb 2,6 Kb

Figura 4.25: Localizacién de la insercion de T-DNA en el genoma de A. thaliana. A) El
esquema indica la situacion del T-DNA en el gen At3g55480 perteneciente al BAC T22E16. B)
Ampliacion de la region donde se inserta el T-DNA. Se muestra la posicion del T-DNA en un
introén del gen At3g55480 y la distancia a los promotores de los genes adyacentes. El locus

At3g55480 muestra presenta dos formas de “splicing” alternativo (ver apartado 4.6).

4.3.4 Analisis de expresion de los genes adyacentes al T-DNA

Una vez localizada la insercion del T-DNA en el genoma del mutante, se

determind cémo afectaba dicha insercion a la expresion de los genes mas cercanos:
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At3g55480 y At3g55470. Para ello se realizo un analisis “Northern blot” con una sonda

para el gen At3g55470 y dos sondas (antes y después de la insercion de T-DNA) para el

gen At3g55480.

En la Figura 4.26, se observa como el gen At3g55470 esta sobreexpresado en el

mutante watl-1D. Por lo que respecta al gen At3g55480, el mutante sobreexpresa una

version truncada del mismo, ya que con la sonda localizada antes de la insercion (sonda

2) es posible ver una banda de menor tamafio y més intensa que en el control silvestre,

mientras que con la sonda 1 (tras la insercion de T-DNA), no se observa expresion del

gen en el mutante.

A s
Sonda1
unknoun protein Sonda 2
AT3655480.1 —> T —>
unknoun protein
Ve ,I 'I
=4 Kb T-DNA ~2,6 Kb

B At3g55470 At39g55480

CS wat1-1D CS wat1-1D CS wat1-1D
3,5 Kb gﬂ)
=1,9Kb
—
0,8 Kb ‘
_
Sonda 1 Sonda 2
=3,5kb
E—
=1,9kb
—
RNAr RNAr RNAr

Figura 4.26: Analisis “Northern blot” de los genes adyacentes al T-
DNA. A) Localizacion de la insercion del T-DNA y de las sondas

empleadas para el andlisis “Northen blot”. B) Analisis “Northern blot” de

los genes At3g55470 y At3g55480 en el mutante watl-1D y el control

silvestre. En el caso del gen At3g55480, aparecen dos bandas en el

control, porque el RNAr, debido a su abundancia, dificulta la hibridacion

de la sonda a 3,5 Kb. RNAr: RNA ribosémico.

Tras este analisis, fue necesario dilucidar si los fenotipos del mutante wat/-1D

se deben a la ganancia de funcion del gen At3g55470, o a la expresion de una version

truncada del gen At3g55480.
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4.4 Los fenotipos del mutante watl-I1D no se deben a la

sobreexpresion del gen At3g55470

Dado que la mutacién de watl-1D tiene un caracter dominante, parecia muy
posible que sus fenotipos se debieran al aumento de la expresion del gen At3g55470
(una proteina con dominio C2) observado en el mutante. Para comprobar si, en efecto,
el incremento en la expresion de este gen era responsable la tolerancia a acidos débiles
que muestra watl-1D durante la germinacion y establecimiento de la plantula, se
analiz¢ el fenotipo en presencia de 4cido acético de mutantes de insercion de T-DNA en
dicho gen (perdida de funcién) y de plantas transgénicas sobreexpresandolo (ganancia

de funcion).

4.4.1 Fenotipo en presencia de dcido acético de mutantes de pérdida de

funcion del gen At3g55470

En la Figura 4.27A se muestra la localizacion del T-DNA en los dos mutantes de
insercion de T-DNA en el gen At3g55470 solicitados al NASC (descritos en el apartado
3.1.1 de materiales y métodos). Como puede observarse en la figura, en ambos casos el
T-DNA se sitiia en un intron de dicho gen. Esta insercion provoca una reduccion parcial
del nivel de expresion del gen en el mutante m470-2 (Figura 4.27B) y una pérdida de

funcion aparentemente total en el mutante m470-1 (Figura 4.27C).

A Figura 4.27: A) Localizacion de la insercién de T-

| At3g55470 DNA en los mutantes m470-1 y m470-2. La figura

=
Pd

ot

muestra también la posicion de los cebadores

empleados para la RT-PCR (B) y para realizar la

sonda del northern (C). Pd= “primer” directo; Pr=

wat 1-1D
470-1

“primer” reverso. B) RT-PCR para analizar la

cs

470-2 CS wat1-1D

expresion del gen At3g55470 en el mutante m470-

2. Se relizaron 2 repeticiones para cada genotipo.

(0,8 Kb) Act=actina8 C) Northern mostrando la expresion

del gen At3g55470 en el mutante m470-1. Entre

RNAr

paréntesis se indica el tamafio de la banda obtenida.

Una vez comprobada la pérdida de funcion (parcial o total) del gen At3g55470

en los mutantes de insercion de T-DNA, se analiz6 su fenotipo en presencia de acido
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acético mediante un ensayo de aparicion de cotiledones. Si el fenotipo de tolerancia a
acido acético de watl-1D era debido a la sobreexpresion del gen At3g55470, era de
esperar que estos mutantes mostraran cierta sensibilidad a este acido.

Sin embargo, en la Figura 4.28 se observa como el porcentaje de cotiledones
verdes de los mutantes entre los 4 y 6 dias es muy similar al del control silvestre, es
decir, los mutantes no muestran una mayor sensibilidad a acético.

Este resultado podria significar que la tolerancia a acético del mutante no se
debe a la sobreexpresion del gen At3g55470. Sin embargo, también podria ocurrir, que
exista cierta redundancia génica, de modo que otro gen (similar a At3g55470) sea capaz
de realizar la funcion del gen At3g55470 y reemplazarlo cuando este gen se encuentra

mutado.

Mutantes pérdida funcién At3g55470 Figura 4.28: Fenotipo en acético

de los mutantes de pérdida de

funcion del gen At3g55470.
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dias de tres repeticiones independientes.

4.4.2 Fenotipo en presencia de dcido acético de plantas transgénicas

sobreexpresando el gen At3g55470

Para poder descartar con seguridad la implicacion del gen At3g55470 en el
fenotipo del mutante watl-1D, fue necesario obtener plantas transgénicas que
sobreexpresaran dicho gen y analizar si eran capaces de recapitular el fenotipo de
tolerancia a 4cido acético del mutante wat-1D.

En la Figura 4.29A, se muestra como dos lineas transgénicas homocigotas
(generacion T4), efectivamente sobreexpresan el gen At3g44570. Sin embargo, en un
ensayo de aparicion de cotiledones no muestran mayor tolerancia a acético que el
control silvestre (B). Del mismo modo, el comportamiento de las lineas transgénicas
sobreexpresando el gen At3g55470 en otros medios (bajo potasio, cloruro de litio, 4cido

abscisico o cloruro sdédico), es diferente al del mutante wat/-1D (datos no mostrados).
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Estos resultados indican que los fenotipos del mutante aislado (watl-1D) no son

provocados por el aumento de expresion del gen At3g55470.

A Q
o~
" T T o
©
G s 2 F
.. B Transgénicas sobreexpresion At3g55470
w 100 -
2 -
Il
g 80 ocCs
g 80 mweal1-10
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S |T4 (1)
H @ . mT4(2)
L ﬂ:
Q
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< = o
= 4 5
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Figura 4.29: A) Nothern indicando los niveles de expresion del gen At3g55470
en el mutante watl-1D, el control silvestre y dos lineas transgénicas
sobreexpresando dicho gen. B) Porcentaje de cotiledones verdes del control, el
mutante watl-1 D y dos lineas transgénicas en medio MS suplementado con
3,5 mM de acido acético. Cada columna representa la media y error estandar de

tres repeticiones independientes.

4.5 Los fenotipos del mutante watl-I1ID se deben a la

sobreexpresion de una adaptina truncada

Una vez descartada la implicacion del gen At3g55470 en el fenotipo del mutante
watl-1D, se comprobd si era la expresion de una forma truncada de At3g55480 (una
beta adaptina), lo que provocaba los fenotipos observados. Con este fin, se construyeron
2 tipos de plantas transgénicas: plantas sobreexpresando la version truncada de

At3g55480 y plantas antisentido para dicho gen.

4.5.1 Fenotipos de plantas sobreexpresando una version truncada de

At3g55480
Una vez obtenidas las plantas transgénicas (generacion T3) sobreexpresando la
version truncada de At3g55480 (Figura 4.30A), se realizaron ensayos de aparicion de

cotiledones en diferentes medios, para observar si los fenotipos de estas plantas

transgénicas coinciden con los del mutante wat-1D.
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En la Figura 4.30, se observa, en primer lugar, que las plantas transgénicas, en
presencia de acido acético, son capaces de abrir los cotiledones a los 5 dias, en mayor
medida que el control silvestre, al igual que ocurre en el caso del mutante watl-1D.
Asimismo, de forma similar al mutante, las transgénicas muestran mayor sensibilidad a
litio y a medio con bajo potasio. Sin embargo, en presencia de NaCl o ABA en el

medio, las lineas transgénicas muestran una mayor tolerancia, en este estadio.

RNAr

o

9 100

1 o @cs

E mwat1-1D
o ©0 m| T3(1)trunc
c

[+]

g 0 m T3(2)frunc
= 20

B

< O

MS 35mM 23mM  10uMKCI 125mM 0,8 uM
acetico LiCl NacCl ABA

Figura 4.30: Fenotipos de lineas transgénicas sobreexpresando la versiéon
truncada del gen At3g55480. A) Analisis “Northern blot” mostrando la
expresion de la version truncada en el mutante wat/-D y en diferentes lineas de
sobreexpresion. B) Fenotipo del mutante wat/-1D, el control silvestre y 3 lineas
transgénicas tras 5 dias en medio MS+3,5mM 4&cido acético. B) Fenotipo del
mutante, el control y 4 lineas transgénicas tras 5 dias en medio con bajo potasio
(10 uM). C) Porcentaje de cotiledones verdes del mutante, el control silvestre y 2
lineas transgénicas tras 5 dias en medio MS, MS con acético, MS con litio, o
medio con 10 pM KCl, y tras 7 dias en medio MS con NaCl o ABA. Cada

columna representa la media y error estandar de 3 repeticiones independientes.

Estos resultados indican que los fenotipos del mutante wat/-1D se deben a la
expresion de una version truncada de la beta adaptina 3 codificada por el gen

At3g55480 interrumpido.
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4.5.2 Fenotipos de plantas transgénicas antisentido para el gen

At3g55480

La expresion de una version truncada de un gen, no siempre provoca una pérdida
de funcion de dicho gen sino que también puede causar un incremento en la actividad de
la proteina, por ejemplo si se elimina un dominio inhibidor (Palmgren & Christensen
1993; Gevaudant et al, 2007). Para poder determinar si la version truncada de gen
At3g55480 provocaba una ganancia de funcion, o una pérdida de funcion de la adaptina,

se analiz6 el comportamiento de lineas transgénicas antisentido en el gen At3g55480.

% 100
I ocs
o 80
; Bwat1-1D
g 60 B T3(1)anti
0
T 40 B T3(2)anti
g 0 "
: 0 h—,—
s MS 35mM 23mM  10uM  125mM 0,8 uM
acético  LiCl KCl NaCl ABA

Figura 4.31: Fenotipos de lineas transgénicas antisentido para el
gen At3g55480. A) Fenotipo del mutante watl-1D, el control
silvestre y tres lineas transgénicas tras 5 dias en medio MS+3,5 mM
acido acético. B) Fenotipo del mutante, el control silvestre y 4 lineas
transgénicas en medio MS+23 mM LiCl. C) Porcentaje de
cotiledones verdes del mutante, el control silvestre y 2 lineas
transgénicas tras 5 dias en medio MS, MS con acético, MS con litio,
o medio con 10 uM KCl, y tras 7 dias en medio MS con NaCl o
ABA. Cada columna representa la media y error estandar de 3

repeticiones independientes.

La Figura 4.31 muestra como, en ensayos de aparicion de cotiledones, las lineas

transgénicas tienen fenotipos muy similares al mutante wat/-1D, en presencia de acidos
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débiles, cationes toxicos, bajo potasio y estrés osmotico. Estos resultados indican que
los fenotipos del mutante watl-1D se deben a la pérdida de funcion del gen At3g55480,
provocada por expresar una version truncada de dicho gen. Es decir, wat 1-1D es un

mutante dominante negativo.

4.5.3 El mutante watl-1D presenta fenotipos similares al mutante pat2

Como se comentd en la introduccion, recientemente se ha caracterizado un
mutante recesivo de pérdida de funcion en la adaptina B3 de 4. thaliana (At3g55480)
que se ha denominado pat2 (Feraru et al, 2010). Los autores describen, que en
condiciones normales de crecimiento, el mutante muestra un fenotipo practicamente
normal. Sin embargo, en medio sin sacarosa, el porcentaje de plantulas “arrestadas”
(que germinan y presentan cotiledones pero quedan de color amarillento y con un
tamafio muy reducido), que se incrementa con el tiempo de almacenamiento de las
semillas, es mayor en el mutante pat2 que en su control. Asimismo, si se dejan crecer
las plantulas que han germinado normalmente, en medio sin sacarosa, el nimero de
raices secundarias que se forman en el mutante pat2, es menor al formado en el
genotipo silvestre. Finalmente, indican que pat2 posee un defecto en la respuesta
gravitropica de la parte aérea.

Para corroborar que los fenotipos del mutante wat/-1D se deben a la pérdida de
funcion de la adaptina B3, se comprobo, si este mutante se comportaba de forma similar
al mutante pat2 al crecerlo en medio sin sacarosa. La Figura 4.32 (A y B) muestra el
aspecto de las plantulas del mutante wat/-1D y del control silvestre en medio MS (A) y
medio MS sin sacarosa (B). Es posible observar como la germinacion y establecimiento
de las plantulas del mutante wat/-1D es muy similar al del control en medio con
sacarosa. Al eliminar la sacarosa del medio (B), se observa que algunas de las plantulas
del control quedan pequefias y amarillentas (arrestadas). Sin embargo, la presencia de
plantulas arrestadas es considerablemente mayor en el caso del mutante. En la Figura
4.32C, que muestra la cuantificacion de este fenotipo, se muestra que el porcentaje de
plantulas no arrestadas en el mutante es inicamente del 20%, mientras que en el control
alcanza un 40%. Respecto al crecimiento radicular, la Figura 32D muestra como el
nimero de raices secundarias que forma el control silvestre tras 11 dias en medio MS

sin sacarosa es mayor que el que aparece en el mutante wat/-1D.
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Figura 4.32: Fenotipo del mutante wat/-1D en medio
sin sacarosa. Aspecto de plantulas del mutante y del
control tras 7 dias en medio MS (A) o medio MS sin
sacarosa (B). C) Porcentaje de plantulas no arrestadas del
mutante y del control tras 7 dias en medio MS y medio
MS sin sacarosa. Cada columna representa la media y
error estindar de 3 repeticiones independientes. D)
Aspecto de las raices de las plantulas no arrestadas tras 10

dias en medio MS sin sacarosa.

Por otro lado, se analiz6 la respuesta del mutante wat/-1D tras someterlo a un

estimulo gravitropico, tal y como se especifica en el apartado.3.11 de materiales y

métodos.
A Ensayo gravitropismo
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Figura 4.33: Respuesta gravitropica de la parte aérea del mutante watl-1D. Las plantulas del
mutante y el control se cultivaron en oscuridad en placas verticales durante 2 dias antes de girarlas 90°.
Posteriormente se mantuvieron 2 dias mas en esta posicion. Tras esos 2 dias, se observo y cuantifico el
angulo generado por el hipocotilo de cada plantula con respecto a la horizontal A) Histograma mostrando
la distribucion de las plantulas del mutante y el control en funcion del angulo que genera su hipocotilo
con respecto a la horizontal (n=40 plantulas). B) Aspecto de las plantulas del mutante y control silvestre

tras ser sometidas al estimulo gravitropico.
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En la Figura 4.33B, se muestra como la mayoria de las plantulas del control
responden al estimulo gravitropico, siendo el angulo que forman con respecto a la
horizontal menor que el que forman las plantulas del mutante. Concretamente, el 40%
de las plantulas del control forman un dngulo de entre 0 y 10°. En el caso del mutante, la
mayoria (aproximadamente el 45%) forman un éangulo de entre 41 y 50° con la
horizontal. Estos datos indican que, efectivamente, el mutante wat/-1D presenta un
defecto en la respuesta gravitropica, de forma similar a lo observado para el mutante
pat2.

Los resultados mostrados corroboran, por tanto, que el mutante watl-1D
presenta una pérdida de funcion de la adaptina 3. Por eso, a partir de este punto, el gen

At3g55480 se denominara WATI.
4.6 Analisis bioinformatico del locus At3g55480

Una vez comprobado que el fenotipo del mutante wat/-1D es debido a la pérdida
de funcién del gen At3g55480, se estudid con mas detalle el locus en cuestion.

En la base de datos TAIR de Arabidopsis (www.arabidopsis.org), este locus esta

anotado como una proteina de la familia de las adaptinas, involucrada en el transporte
intracelular de proteinas mediado por vesiculas. Concretamente, parece ser una beta
adaptina que forma parte del complejo “Adaptor Protein complex 37 (AP3). Como se
explico en la introduccion, este complejo parece estar involucrado en el transporte de
proteinas a la vacuola.

En la misma base de datos, indican que existen dos formas de “splicing”
alternativo para este gen: At3g55480.1 y At3g55480.2. Estas dos formas de “splicing”
se distinguen en la longitud del 5’UTR (maés largo en la forma At3g55480.1), y en que
la forma At3g55480.2 tiene un intrén mas al principio del gen. Como se observa en la
Figura 4.34, la forma At3g55480.2 dara lugar a un fragmento de proteina adicional en el

extremo N-terminal, que podria llevar sefiales de localizacion.

AT3G55480.1
AT3G55480.2

O 2y3UTR [l Exones -~~~ Intrones

Figura 4.34: Representacion esquematica de los intrones y exones de las dos formas de “splicing”

del gen At3g55480.
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4.6.1 Anadlisis de expresion del gen WAT

Para determinar el patron de expresion del gen WAT, se utilizo la base de datos

GENEVESTIGATOR (www.genevestigator.ethz.ch/at/index.php) y se analizd la

expresion del gen en los diferentes 6rganos de la planta, en los distintos estadios de
desarrollo y en respuesta a diferentes estimulos.

En primer lugar, se observé que el gen se expresa en los diferentes 6rganos de la
planta (inflorescencia, roseta, raiz) de forma bastante similar, si bien la expresion es

algo mayor en raiz. (Figura 4.35).
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— cauline leaf —e— | 3
I—rosette ROSETA e 1214
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Figura 4.35: Nivel de expresion del gen At3g55480 en los diferentes tejidos y organos de la
planta, de acuerdo a la base de datos del GENEVESTIGATOR. A la derecha se indican el

namero de micromatrices de los que proviene la informacion suministrada.
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Por otro lado, la expresion del gen varia a lo largo del desarrollo de la planta,
aumentando desde la germinacion de la semilla hasta el estadio de roseta joven. Pasado
este estadio, la expresion del gen disminuye y se mantiene a niveles mas bajos (aunque

con altibajos) en las restantes etapas del desarrollo de la planta (Figura 4.36).

Silicuas maduras
Flores y silicuas
Flor desarrollada
Flor joven

Salida escapo
Roseta desarrollada
Roseta joven

Plantula

218 1183 408 167 181 301 719 167 77

————

N o
@ 0
-3 @

Semilla germinada

1.252
1.222
1,192
1,162
1,132
1,102
1072
1,042
1012

Figura 4.36: Niveles de expresion del gen At3g55480 en
diferentes etapas del desarrollo de la planta, de acuerdo a la

base de datos del GENEVESTIGATOR.

Finalmente, por lo que respecta a la respuesta a estimulos, inicamente destacar
que el gen WATI no varia su expresion en respuesta a la mayoria de estimulos (Anejo
II), y en los casos en que varia la expresion los cambios son reducidos. Es decir, este
gen se expresa bastante constitutivamente y no en respuesta a un estimulo en concreto.

Por otro lado, se quiso profundizar en el patrén de expresion del gen At3g55480
en la raiz (6rgano que se encuentra en contacto directo con el &cido). Para ello, se
empled la herramienta “electronic Fluorescent Pictograph (eF'P) Browser” disponible

en la pagina web http://www.bar.utoronto. Esta herramienta, parte de bases de datos de

micromatrices y muestra los resultados de forma grafica. En la Figura 4.37 se observa
como la mayor expresion del gen WATI tiene lugar en la zona de maduracion de la raiz,
donde estan los pelos radiculares, o en la zona meristematica, siendo menor en la zona
de elongacion radicular. A nivel de tejidos, la mayor expresion se observa en las células

del xilema radicular.
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Figura 4.37: Imagen que ilustra la expresion del gen WATI en la raiz de A. thaliana. El
color rojo muestra la mayor expresion y el amarillo indica que la expresion es menor. En la

parte superior central de la imagen se muestra detalle de la expresion en haces vasculares.

4.6.2 Anadlisis de la proteina WAT1 de Arabidopsis

Mediante el programa BLAST (www.arabidopsis.org) y empleando la base de

datos de proteinas del TAIR (TAIR 9) se buscaron las proteinas que poseian una mayor
homologia con la proteina WATI1. De este modo, se encontrd que las 3 proteinas mas
similares en 4. thaliana eran las beta adaptinas de los otros complejos “adaptor protein
complex” (beta 1/2=At4g11380; beta 1/2= At4g23460 y beta 4= At5g11490).
Utilizando el programa CLUSTAW (www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/) se realizod

el alineamiento de estas 4 proteinas (Figura 4.38).
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At4g11380 ——MSGHDSKYFSTTK-——KGEIPELKEELNSQYK——————— DKRKDAVKKVIAAMTVGKD 48
At4g23460 ——MSGHDSKYFSTTK-——-KGEIPELKEELNSQYK——————— DKRKDAVKKVIAAMTVGKD 48
At5g11490 MAPPAASQRYPSPSQPSGKSEVSDLKTQLRQLAGSRAPGVDDSKRDLYKKVISYMTIGID 60
At3g55480 000 @ o MAGIRLHVIAPLALAAV 17
o kK. PEEErY
At4g11380 VSSLFTDVVNCMQTENLELKKLVYLYLINYAKSQPDLAILAVNTFVKDSQDPNPLIRALA 108
At4g23460 VSSLFTDVVNCMQTENLELKKLVYLYLINYAKSQPDLAILAVNTFVKDSQDPNPLIRALA 108
At59g11490 VSSVFGEMVMCSATSDIVLKKMCYLYVGNYAKGNPDLSLLTINFLQRDCKDEDPMIRGLA 120
At3g55480 SKCARDPAVYVRRCAANALPKLHDLRLEEHASATIEELVGILLN————— DHSPGVVGAAAA 72
* * *: * . ::*.. :* . :* . . *
At4gl11380 VRTMGCIRVDKITEYLCDPLQKCLKDDDPYVRKTAAICVAKLFDINAELVEDRGFLEALK 168
At4g23460 VRTMGCIRVDKITEYLCDPLQKCLKDDDPYVRKTAAICVAKLFDINAELVEDRGFLEALK 168
At5g11490 LRSLCSLRVPNLVEYLVGPLGSGLKDNNSYVRTIAVTGVLKLYHISPSTCIDADFPATLK 180
At3g55480 AFTSICPNNFKLIGKNYKKLCQILPDVEEWG-QILLIGTLLRYVVARHGLVRESLMLSIH 131
. .. * * * . . . . . EEEEEY
At4g11380 DLIS-DNNPMVVANAVAALAEIQENSSSPIFEIN-——————— STTLTKLLTALNECTEWG 219
At4g23460 DLIS-DNNPMVVANAVAALAEIQENSTSPIFEIN-——————— STILTKLLTALNECTEWG 219
At5g11490 SLMLHDSDAQVVANCLSALQEIWSLEASHSEEACREKESLLSKPVIYYFLNRIKEFNEWA 240
At3g55480 GTNS-NGFCEKDGLGRDLTLDKEDGGKSDSFDVN—————~— LVSLVSKCYIQGPDEYLSRS 184
. . * . . *
At4gl11380  ————— QVFILDALSKYKAADPREAENIVERVTPRLQHANCAVVLSAVKMILQQOMELITST 274
At4g23460  ————— QVFILDALSRYKASDPREAENIVERVTPRLOQHANCAVVLSAVKMILQQOMELITST 274
At5gl11490  ————- QCLILELAVKYVPSDSNDIFDIMNLLEDRLQHANGAVVLATVKVFLQLTLSMT—293
At3g55480 SCTDTVSSAFDTKETTSIAHNEDVKILLQCTSPLLWSNNSAVVLAAAGVQWIMAPLED—242
.. . . EEREEY * * Kok kK e e .
At4g11380 DVIRNLCKKMAPPLVTLLS-AEPEIQYVALRNINLIVQKRPTILAHEIKVFEFCKYNDPIY 333
At4g23460 DVIRNLCKKMAPPLVTLLS-AEPEIQYVALRNINLIVQKRPTILAHEIKVFEFCKYNDPIY 333
At5g11490 DVHQQVYERIKSPLLTLVSSGSPEQSYAILSHLHLLVVRAPFIFAADYKHFYCQYNEPSY 353
At3g55480 @0 0—————— VKKIVKPLLFLLR-SSSASKYVVLCNILVFAKAVPSLFAPHFENFFICSSDAYQ 295
: KR <o R R e Kok oo R N
At4gl11380 VKMEKLEIMIKLASDRNIDQVLLEFKEYATEVDVDFVRKAVRAIGRCAIKLERAAERCIS 393
At4g23460 VKMEKLEIMIKLASDRNIDQVLLEFKEYATEVDVDFVRKAVRAIGRCAIKLERAAERCIS 393
At5g11490 VKKLKLEMLTAVANESNTYEIVTELCEYAANVDIAIARESIRAVGKIALQQY-DVNAIVD 412
At3g55480 VKAYKLEMLSLIATTSSIASILREFEDYIKDPDRRFAADTVAAIGLCAKRLMTIPTTCLD 355
R I HEN . B T :
At4g11380 VLLELIKIKVNY-—————————— VVQEAIIVIKDIFRRYPN-TYESITIATLCESLDTLDE 441
At4g23460 VLLELIKIKVNY-—————————— VVQEAIIVIKDIFRRYPN-TYESITIATLCESLDTLDE 441
At59g11490 RLLQFLEMEKDY-—————————— VTAETLVLVKDLLRKYPQWSHDCISVVGGISSKNIQE 461
At3g55480 GLLALVRQESFAGDFESADGEAGVLVQAVMSIQTMIERDPL-RHEKVLIQLFRSLDSIKV 414
* * .. . * “ . e . .. .. . * .. . * .
At4gl11380 PEAKASMIWIIGEYAERIDNADELLESFLENFPEEP-———-AQVQLOLLTATVKLFLKKPT 497
At4g23460 PEAKASMIWIIGEYAERIDNADELLESFLENFPEEP-———-AQVQLOLLTATVKLFLKKPT 497
At5g11490 PKAKAALIWMLGEYAQDMSDAPYVLENLIENWEEEHS-——-AEVRLHLLTAAMKCFFKRAP 518
At3g55480 AAARATIIWMVGVYCSLGHIIPRMLTTITKYLAWSFKSEASETKLQILNTIAKVLISAEA 474
Koroohioor ko HE . HES R
At4gl11380 EGPQOMIQVVLNNATVETDNP—DLRDRAYIYWRLLST-—-DPEAAKDVVLAEKPVISDD 552
At4g23460 EGPQOMIQVVLNNATVETDNP—DLRDRAYIYWRLLST---DPEAAKDVVLAEKPVITDD 552
At5g11490 ETQKALGTALA—AGIADFHQ—DVHDRALFYYRVLQY---DVHVAERVVSPPKQAVSVE 571
At3g55480 GDFHMLKRIVVYVFELGEYDLSYDIRDRTRFLKKLLSCKLASHEPAEDSVASQENIAAHV 534
. . . . Koe ek h e . ..k Ko * . .
At4gl11380 SNQLD—=======———————————————————————————— PSLLDELLTNISTLSSVYH 576
At4g23460 SNQLD——— = — PSLLDELLANISTLSSVYH 576
At5g11490 ADTQS———————— e — SEIKDRVFDEFNSLSVIYQ 595
At3g55480 VEHVFGRKLKSVSPITLHNRFYLPGSLSQIVLHAAPGYEPLPKPCSFVYEEQDQLSDLDK 594
. . * *
At4g11380 KPPEAFVTRLKTTVQKTEDEDFAEGSEAGY—SSSNPVDSAASPPGNIPQPSGRQPAPAV 634
At4923460 KPPEAFVTRLKTTVQKTEDEDYVEGSETGYPEASGNPVDGAASPSATTGYVT-—-KLAAR 633
At5911490 KPSYMFTDKEHRGPFEF SDEVGN—-———————— ISITPEASSDIVPAQQYEAN-——————— 638
At3g55480 QREAAADLDGSEESSETGDENGSSDYDSESSNGSDFSSEGDERTVSNDANDPAAPLIQIS 654
. * * *
At4g11380 PAPVPDLLGDLMGLDNAAIVPVDDPITQSGPPLPVVVPASSGQGLOISAQLSRKDGO-—— 691
At4g23460 PAPVPDLLGDLMGSDNAAIVPVDEPTTPSGRPLPVVLPASKGQGLOISAQLTRQDGQ-—— 690
At5g11490 @ —————m———————— DKDLLLGIDEKDENKG———————————————————— VSNNNGS—--- 661
At3g55480 ETSVSADQEELRSRRALDLWLDDQPSTSNQTPSALNSNQSSYAKISIGDVGSRVKPKSYS 714
. Ko .

165



Resultados

At4gl11380 = o—ommmmmmm VEYSMLFENNSQSVLDGEMIQFNKNTFGLAAAG 724

At4g23460 0 0 ——mmmmmmm VEYSMLLENNSQSLLDGEMIQFNKNSFGLAAVG 723

At5gl1490 @ —mmmmm e AYTAPSLESSSN————————— ITSQMQELAISG 685

At3g55480 LVDPGNGSGLKVDYAFLSEVSNVSPLHVCVEVLFENSSAEPILEVNLEDEESMKVADSSE 774
.k *

At4g11380 SLOIPPLHPATS———————————————————————————— ARTMLPMVLEQNMSAGPPSS 756

At4g23460 SLOQVPPLQPGAS———————————————————————————— ARTMMPMVLSQNMSTGSTSS 755

At5gl1490 PATSATTPQSFG-——-———————————————————————— FDDLFGLGLSTAPAPTPSPP 717

At3g55480 QTLVGKANASYNNIPTLIPMEEISCLEPHQSTKRLIQVRFHHHLLPMRLTLHYNEKKVPV 834

. *

At4gll1380 LLOVAVKNNQQPV—-———— WYFTDKIILHALFGEDGRMERGTFLETWRSLPDSNEVLKEFP 811

At4g23460 VLQVAVKNNQQPV—-———— WYFEDKIVLNALFSEDGRMERGTFLETWKSLPDSNEVQKEFP 810

At5gl11490 LLKLNARAALDPG———-— AFQQKWRQLPISLTQECSVNP-——-QGIAALTVPQSLIKHMQ 768

At3g55480 KLRPDLGYLVKPFSMSIEEFLATESRLPGMFEYSRRCTFDDHVKDSRTENGKDKFLSICE 894

* * . * . . . .

At4gl1380 GITITSVESTIELLTAFNMEFFIAKRKNGNQDVIYLSAKDPRDVPFLIELTAMVGQP——-— 867

At4g23460 GITITSVESTLDLLAASNMFFIAKRKNGNQDVLYLSAKVPRGIPFLIELTAIVGQP—-—- 866

At5gl1490 SHSIHCIASGGQSPNFKFFFFAQKE-————————— SEPSNYLTECIINTSSAKAQI-—-— 814

At3g55480 SITLKVLSNSNLHLVSVDLPVANSLEDATGLRLRFSSKILSSEIPLLITITVEGKCTEVL 954

.. . . * .. . .

At4gll380 GLKCAVKTPTPEIAPLFFEALELLFKA-————— 894

At4g23460 GLKCAVKTPTPEIAPLFFEAVEILFKA-————— 893

At5gl11490 KVKADEQSTCQAFTTVFETALSKFGMP—————— 841

At3g55480 NLTVKINCEETVFGLNLLNRIANFMVEPSSSAT 987

Figura 4.38: Alineamiento de las proteinas beta adaptinas de Arabidopsis. El asterisco
indica los aminoacidos idénticos para las 4 proteinas, los dos puntos indican las sustituciones de
aminoacidos equivalentes, y el punto indica la presencia de aminoacidos con caracteristicas
similares. Las secuencias sefialadas en gris siguen la secuencia consenso de la caja clatrina. La
secuencia marcada en amarillo sigue el consenso de la caja clatrina y se encuentra en la region

“hinge”.

El alineamiento de las proteinas muestra que la homologia de secuencia no es
muy alta, siendo mayor en la region N-terminal (0-500 aminoacidos aproximadamente)
que forma parte del “core” o nicleo central del complejo AP3, que en la C-terminal,
que constituye la region apéndice y que se muestra mucho mas variable. También es
posible observar en el alineamiento, como las proteinas de los locus Atd4gl1380 y
At4g23460 son las mas parecidas entre ellas (de hecho, como se comentd en la
introduccion, son intercambiables y pueden formar parte o bien del complejo AP1 o del
AP2, por eso se denominan beta 1/2).

Para determinar cual de las restantes adaptinas era la mas similar a la proteina
WATI1, se emple6 el programa “align”, disponible en la web

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/align/), y se alined la secuencia de la proteina

WATTI con las demas beta adaptinas de 4. thaliana. El resultado de este alineamiento se
muestra en la Tabla VI, donde se muestra que la mayor similitud es con la proteina beta
1/2, y posteriormente con la beta 4. De todos modos, como se ha comentado

anteriormente, la homologia a nivel de secuencia no es muy alta.
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Tabla VI: Porcentaje de identidad y de similitud
entre la adaptina beta 3 (WATI1) y las restantes

adaptinas.
% identidad % similitud
At4g11380 beta 1/2 19,1 32
At4g23460 beta 1/2 19,6 32,5
At5g11490 beta 4 13,8 25,5

Como se comento en la Introduccidn, una de las funciones de la subunidad beta
de los complejos adaptadores, es la interaccion con clatrina. Esta interaccion ocurre a
través de la denominada caja clatrina, cuya secuencia consenso es: LOx®D/E (siendo @
un aminoacido hidrofébico y x cualquier aminoacido) y que suele localizarse en la
region “hinge”, que, en mamiferos, comprende los aminoacidos dentro del intervalo
600-870 aproximadamente (Boehm y Bonifacino, 2001). Por lo tanto, se quiso buscar
esta caja a lo largo de la secuencia de la proteina WATI1. En la Figura 4.38, se han
seflalado en color gris los motivos que cumplen la secuencia consenso de la caja
clatrina, y en amarillo el motivo que, ademas de seguir la secuencia consenso, se
encuentra en la region “hinge” de la proteina, por lo que muy probablemente sea el
motivo que actiia como sitio de unidn a clatrina.

Finalmente, para conocer los dominios que poseia la proteina, se utilizd el

programa InterProScan (www.ebi.ac.uk/InterProScan). Este andlisis reveld la presencia

de los siguientes dominios en la region N-terminal de la proteina: [IPR002553 “adaptin
N-terminal region”, segun la base de datos pfam, (pfam01602); I[PR016024
“armadillo-type fold”, segin la base de datos superfam, (SSF48371) y IPR0O11989
“armadillo like helical” seglin la base de datos gene3d (G3DSA:1.25.10.10). Los tres
dominios sefialados son solapantes, y sus descripciones indican que se encuentran en la
region N-terminal de proteinas adaptinas a,  y vy, involucradas en el trafico vesicular.
En esta region, estas proteinas adoptan una estructura de tipo “armadillo” formada por
dos capas de hélices a organizadas formando una super-hélice. Estas estructuras de
super-hélice, generan una superficie muy accesible, que suele emplearse para unir

sustratos de tamafio considerable como proteinas.
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4.7 La toma de acético del mutante watl-1D es similar a la

del control

Como se ha explicado anteriormente, el mutante wat/-1D es mas tolerante a
acido acético durante la germinacion y establecimiento de la plantula. En plantulas mas
desarrolladas el mutante no muestra un fenotipo observable en presencia de este acido,
pero es capaz de mantener un pH citosolico mas alcalino en experimentos de perfusion
con acido acético durante tiempos cortos (10 minutos). Una posible explicacion de estos
fenotipos seria que la velocidad de toma de acido acético del medio fuera menor en el
mutante que en el control silvestre. Es decir, tal vez la mutacion de watl-1D afecte al
algtn transportador de toma de acético en la célula, de modo que su toma seria menor, y
por lo tanto, la disminucion del pH intracelular no seria tan severa. Para comprobar esta
hipétesis se midi6 la toma de acético marcado radiactivamente con C'* en el mutante y
en el control.

La Figura 4.39, muestra la cantidad de acético acumulado en las plantas tras
diferentes tiempos de tratamiento. Como se puede observar, la incorporacion de acético
a lo largo del tiempo es similar en el mutante y el control silvestre. Es decir, el mutante

no tiene ninglin defecto en la toma de acético del medio externo.

Toma de dc. acético Figura 4.39: Toma de acido acético

030 radiactivo en el mutante watl-1D y el
B 025 T control. Contenido en C'*-acetato de
Eo,:-o T plantulas crecidas en medio liquido
50.15 :j:ﬁ-fﬂ durante 13 dias y tratadas con C'-
E L i acetato (0,ImM), durante 15, 30, 60 y
E o W F 120 minutos. Cada columna representa
o 15 I 0 I &0 I 120 la media y error estandar de 3
Tiempe incubacién con ecético {min) repeticiones biologicas. Pf= Peso fresco.

4.8 El consumo de malato es similar en el mutante y el control

Considerando los fenotipos que presenta el mutante en presencia de &cido
acético, y sabiendo que watl-1D toma el 4cido del medio del mismo modo que el

control silvestre, parece logico pensar que el mutante presenta una alteracion en la
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homeostasis de pH, al menos a tiempos cortos. Por ello, se empezaron a analizar los
diferentes mecanismos de regulacion de la homeostasis de pH.

En primer lugar, se quiso estudiar el “biochemical pH stat” que, como se explicd
en la Introduccion, incluye a las reacciones metabolicas implicadas en el mantenimiento
de la homeostasis de pH, a corto plazo. De acuerdo con este modelo, la bajada de pH
intracelular (provocada por el 4acido acético) podria ser compensada la activacion de la
enzima malica, que transforma el malato en piruvato, consumiendo un proton.

Se plante6 como hipdtesis que el mutante wat/-1D fuera mas eficaz a la hora de
transformar el malato en piruvato, y por ello consumiera los protones mas rapidamente
que el control. La hipotesis sugeria que la mutacion en adaptina B3, podria afectar a la
localizacion del transportador de entrada de malato en vacuola (TDT). Por lo tanto, en el
mutante watl-1D habria méas malato en el citosol, disponible para ser consumido, que
en el caso del control silvestre, donde la mayoria del malato se encuentra almacenado en
la vacuola.

Para comprobar esa hipdtesis, se realizaron dos experimentos. En primer lugar,
se midio el contenido en malato de las plantulas del mutante y el control sometidas a
diferentes tratamientos con acido acético, para comprobar si la reduccion del contenido
en malato era mayor o mas rapida en el mutante wat/-1D. En segundo lugar, se analiz6
el fenotipo en presencia de acético de un mutante de pérdida de funcion del
transportador TDT, que introduce menor cantidad de malato en vacuola, para ver si la
mayor disponibilidad de malato en el citosol tiene como consecuencia una mayor

tolerancia a acético.

Figura 4.40: Contenido en malato tras
Contenido en malato .
tratamiento con acético. Plantulas crecidas

malato mediante un ensayo enzimatico. Cada

807 | durante 13 dias en medio liquido se tratan con
(-]

'E 3,5 mM acido acético durante 5, 10 y 15 min.
L acs . . .

N Posteriormente, se mide su contenido en
E @ wati-1D

g

°

E

E

columna representa la media y error estandar
0 5 10 15

) ) ] N ) de 2 experimentos independientes con 3
Tiempo tratamiento dc. acético (min)

repeticiones bioldgicas cada uno: (n=6).

La Figura 4.40 muestra que, antes del tratamiento con acido acético, el contenido
en malato es similar en el mutante wat/-1D y el control silvestre. Asimismo, se observa

que tras 5 minutos de tratamiento con acético, el contenido en malato de las plantulas
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del mutante y del control silvestre, se reduce aproximadamente un 30%. A partir de los
5 minutos de tratamiento, los niveles de malato permanecen practicamente constantes en
ambos genotipos, con ciertas diferencias que no resultan significativas. Este resultado
indica que la capacidad del mutante de mantener un pH citos6lico mas elevado en
respuesta a acético, no se debe a que consume el malato de una forma mas eficaz.

Por otro lado, la Figura 4.41 muestra como el mutante 7dt no presenta un mejor
comportamiento en presencia de 4acido acético, durante la germinacion y
establecimiento de la plantula, que su control. De hecho, el mutante es mas sensible en
estas condiciones. Este resultado indica que, el mejor comportamiento del mutante
watl-1D en medio suplementado con acido acético en estas condiciones no se debe a
una menor entrada del malato en la vacuola (y la mayor disponibilidad en el citosol que

ello conlleva).

Fenotipo mutante tdt en acético
g Figura 4.41: Fenotipo del mutante #dt en

100

presencia de dacido acético. Porcentaje de

cotiledones verdes tras 5 dias de crecimiento en

ows

r medio MS+3,5 mM 4acido acético. Cada columna
-]

representa la media y error estandar de tres

% cotiledones verdes

repeticiones independientes. (WS: Control: ecotipo

MS MS+3,5 ac.acético Wassilewskija).

4.9 La sobreexpresion de la pirofosfatasa vacuolar comparte

fenotipos con el mutante watl-1D

Una vez descartada la implicacion de las reacciones metabdlicas de consumo de
malato en el fenotipo del mutante watl-1D, se decidid investigar los mecanismos
biofisicos de control del pH intracelular, consistentes en el transporte de protones entre
los diferentes compartimentos celulares.

Dado que la adaptina WATI1 estd implicada en el transporte a vacuola, se
considerd, en primer lugar, que en condiciones de estrés por acido acético, watl-1D
podria acumular exceso de protones en vacuola. Esto explicaria que el mutante
mantenga un pH citosélico mas alcalino en presencia de estrés acido. Para comprobar
esta hipodtesis, se observaron los fenotipos de una linea de sobreexpresion de la

pirofosfatasa vacuolar.
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4.9.1 Fenotipo en presencia de acido acético

En primer lugar, se determiné si las plantas sobreexpresando la pirofosfatasa
(AVP1), eran mas tolerantes a acido acético. En un ensayo de aparicion de cotiledones,
se observd que las plantas transgénicas mostraban una mayor tolerancia que el control a
la presencia de acido acético, si bien el fenotipo era mas débil que el del mutante wati-
I1D. Concretamente, a los 6 dias de crecimiento en medio suplementado con acido
acético, la diferencia en el porcentaje de cotiledones abiertos entre el control y las lineas
transgénicas, es de aproximadamente un 20%, mientras que la diferencia entre el
mutante watl-1D y el control estd en torno al 60%. Asimismo, es observa que el
mutante inicia con anterioridad la aparicion de sus cotiledones, de modo que a los 5 dias
el 90% de sus plantulas tiene cotiledones abiertos, mientras que en el caso de las

transgénicas este porcentaje es del 20 % (Figura 4.42).

Fenotipo en écido acético Figura 4.42: Fenotipo en presencia de acido

acético de plantas transgénicas
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4.9.2 Fenotipo en presencia de litio, bajo potasio y estrés osmotico

Una vez comprobado que las plantas transgénicas sobreexpresando la
pirofosfatasa vacuolar, eran mas tolerantes a acido acético que el control, se quiso
observar si el comportamiento de estas plantas en presencia de LiCl y en medio con
bajo potasio, también seguia la misma tendencia que el mutante de interés: wat/-1D. En
la Figura 4.43A se observa, que al igual que el mutante watl/-1D, las plantas
transgénicas AVP1, presentan sensibilidad a LiCl y bajo potasio.

A continuacién, se observd el comportamiento de las transgénicas AVP1 en
presencia de ABA, o de un estrés osmodtico generado por cloruro sédico. Como se
observa en la Figura 4.43B, las plantas transgénicas AVP1, presentan un mayor numero

de cotiledones verdes que el control, tanto en presencia de cloruro s6dico como de acido
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abscisico. Es decir, en estas condiciones, las transgénicas sobreexpresando la

pirofosfatasa vacuolar se comportan de forma muy similar al mutante watI-1D.

A Fenotipos sobreexpresidn pirofosfatasa B Fenotipos sobreexpresion pirofosfatasa
100 100 - S

@ 90 0 90
£ 0 B 80
g 70 = ocs g ocs
§ 60 1 I B wati-1D § 60 4 & watf-1D
S jg 1 mAVPI-1 || 8 jg | mAVPI-1
E 30 < = mAvPI2 || 2 o0 mAVPI2
2 o ° ]
S 20 | © 20
3 10 52 10 4
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23 mMLICI 10 yMKCI 125 mM NaCl 0.8 yMABA

Figura 4.43 Fenotipo de plantulas sobreexpresando la pirofosfatasa vacuolar, en presencia de LiCl
y medio con bajo potasio (A) y en condiciones de estrés osmotico (B). Porcentaje de cotiledones
verdes a los 5 dias de crecimiento en medio MS+23mM LiCl o en medio con 10 uM de potasio (A), y a
los 5 dias de crecimiento en medio MS+125 mM NaCl o 6 dias en medio con 0,8 uM ABA (B). Cada

columna representa la media y error estandar de 3 repeticiones independientes.

4.10 La pérdida de funcion de la H'-ATPasa vacuolar tiene

fenotipos contrarios al mutante wat1-1D

Una vez comprobado que las transgénicas de sobreexpresion de la pirofosfatasa
vacuolar se comportan de forma similar al mutante wat/-1D, se empled un mutante de
pérdida de funcion en la H-ATPasa vacuolar (a2a3), para observar si, como cabria
esperar, sus fenotipos eran opuestos a los de wat/-1D. Se decidi6 emplear este mutante
porque el mutante nulo en la pirofosfatasa vacuolar tiene un importante defecto de

crecimiento incluso en ausencia de estrés (Li ef al., 2005).

4.10.1 Fenotipo en presencia de dcido acético

En primer lugar, se realizé un ensayo de aparicion de cotiledones en medio con
acido acético. Tal y como se observa en la Figura 4.44, el mutante a2a3 muestra una
ligera sensibilidad a acético en estas condiciones, que resulta significativa los dias 6 y 7

con un nivel de significacion a= 0,1%.
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4.10.2 Fenotipo en presencia de litio, bajo potasio y estrés osmotico

A continuacién, se observo el fenotipo en presencia de cloruro de litio y en
medio con bajo potasio. En la Figura 4.45A, se ve como el mutante en la H-ATPasa
vacuolar (a2a3) muestra un mayor numero de cotiledones verdes en presencia de
cloruro de litio que el control silvestre, al contrario que el mutante wat/-1D. Sin
embargo, en el medio con bajo potasio, se observa que el mutante a2a3 muestra una

mayor sensibilidad que el control, y que el mutante wat-1D.

A Fenotipos pérdida funcion H+ATPasa B Fenotipos pérdida funcion H+ATPasa
vacuola vacuola
100 100
= 5 -
S 80 S 80
> >
o 60 oes @ 60 ocs
= Bwetl-1D| | § A watl-1D
5 40 maza3 | |© 401 m aza3
S 20 S 20 -
® 2 ]
25 mMLiCI 10 uMKCI 125 mMNaCl 0,8 uM ABA

Figura 4.45: Fenotipo del mutante a2a3 en presencia de LiCl y en medio con bajo potasio (A) y en
condiciones de estrés osmotico (B). Porcentaje de cotiledones verdes a los 5 dias de crecimiento en
medio MS+ 25 mM LiCl o en medio con 10 uM de potasio (A), y a los 6 dias de crecimiento en medio
MS+125 mM NaCl o 0,8 uM ABA (B). Cada columna representa la media y error estandar de 3

repeticiones independientes.

Por ultimo, se estudi6 el comportamiento de este mutante en presencia de
cloruro sédico y acido abscisico. La Figura 4.45B muestra como el mutante a2a3
presenta un menor numero de cotiledones verdes que el control en presencia de cloruro

sodico, aunque no muestra diferencias con el control en presencia de ABA. Es decir, en
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este caso, el mutante se comporta de modo contrario al mutante wat/-1D en presencia
de sodio.

En base a estos resultados y los obtenidos en el apartado anterior, no es posible
concluir con certeza que el mutante watl-1D tolera acético por tener incrementada la
entrada de protones en vacuola, ya que las plantas transgénicas con sobreexpresion de
AVP1, no son tan tolerantes a acido acético como el mutante wat/-1D, y el mutante

a2a3, no sigue la tendencia que seria esperable en medio con bajo potasio y ABA.

4.11 La pérdida de funcion del antiportador NHX es sensible
a acido acético

Continuando con el estudio de transportadores vacuolares que pudieran estar
implicados en la homeostasis de pH, se quiso analizar el fenotipo en presencia de acido
acético de mutantes de pérdida de funcion de dos de los antiportadores NHX expresados
en vacuola (NHX1 y NHX2). Estos antiportadores, introducen sodio o potasio en
vacuola al mismo tiempo que sacan protones, de modo que su mutacién provocaria una
disminucién en la salida de protones de la vacuola. Se plante6 la hipotesis de que el
mutante wat/-1D, tuviera un defecto en el transporte de la proteina NHX al tonoplasto,
de modo que, en presencia de 4cido acético, los protones entrarian rapidamente en
vacuola y saldrian en menor medida que en el caso del control. De este modo, watl-1D
lograria mantener un pH citosolico mas elevado que su control. Si esta hipdtesis fuera
correcta, los mutantes de pérdida de funcidon en los genes nhx, deberian mostrar el
mismo fenotipo de tolerancia a acido acético que muestra el mutante wat/-1D en los
primeros estadios de desarrollo.

La Figura 4.46, muestra que los mutantes nix son mas sensibles a acido acético
que el control. Es posible observar que la sensibilidad del mutante nAx/.3 es mayor que
la del mutante nhx!.1. Finalmente, el mutante simple nix2.1 y el doble mutante nix/.3

nhx2.1 son los que muestran mayor sensibilidad.
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Figura 4.46: Fenotipo de mutantes nhx en presencia de acido acético. A) Porcentaje
de cotiledones verdes tras 6 dias de crecimiento en medio MS+3,5 mM acido acético.
Cada columna representa la media y error estdndar de 4 repeticiones bioldgicas. B)
Aspecto de las plantulas control y de los mutantes n/x tras 6 dis en medio MS+3,5 mM

acido acético.

En base a estos resultados, se descarta la hipotesis de que el mutante wat/-1D
mantenga un pH citosélico mas elevado por disminuir la salida de protones que entran

en vacuola.

4.12 Estudio de la expulsion de protones a nivel de membrana

plasmatica

4.12.1 Medida de la actividad de la H -ATPasa in vitro

Dejando a un lado la compartimentacién de protones en vacuola, y continuando
con el andlisis de los mecanismos biofisicos de regulacion del pH intracelular, se quiso
estudiar la salida de protones a través de la membrana plasmatica del mutante. Se
considerd que, otro posible modo de mantener el pH alcalino en condiciones de estrés
por acido acético, es expulsar los protones de la célula de forma mas eficiente. Para
comprobar esta hipdtesis, se midio, en primer lugar, la actividad H'-ATPasa de la
membrana plasmatica (MP) del mutante y el control in vitro, tanto en condiciones
normales, como en condiciones de estrés acido.

En contra de lo esperado, la actividad de la H'-ATPasa de la membrana
plasmatica del mutante in vitro es significativamente menor que la del control silvestre,
tal y como se observa en la Figura 4.47. Por otro lado, en el caso del control, puede
observarse que la actividad de la bomba de protones aumenta en condiciones de estrés
acido de forma significativa. Este resultado indica que la entrada de protones provocada

. y . . . . ., +
por el tratamiento acido, tiene como consecuencia una activacion de la H' -ATPasa, para
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tratar de contrarrestar la bajada de pH. En el mutante, sin embargo, no se produce este
incremento en la actividad de la H'-ATPasa PM.

Es importante destacar, que este experimento refleja unicamente la activacion de
la H-ATPasa debida a modificaciones covalentes (como fosforilaciones o
defosforilaciones de su dominio regulador C-terminal). Cualquier otra forma de
regulacion como la basada en el pH 6ptimo de actuacion de la enzima (mas acido que el
pH propio del citosol en condiciones normales) o en el potencial de membrana, no se
muestran en este ensayo. Por lo tanto, se concluye que en respuesta a la acidificacion
intracelular, el control silvestre activa la H'-ATPasa mediante modificaciones de

caracter covalente. Sin embargo, este tipo de activacion no ocurre en el mutante.

Figura 4.47. Actividad H'-ATPasa in

Actividad H+ATPasa in vitro vitro del mutante y el control silvestre. La

£ 035 H™ -ATPasa se purifico a partir de la raiz de

E . .

g 03 plantas crecidas durante 1 mes y medio en

‘T 025 | - - ) . L. .

2 cultivo hidroponico. La actividad se

E 02 ocs )

D 015 | mwati-1p || determina como nanomoles de fosfato

% 01 inorganico (Pi) producido por pg de

(] .

TEa e proteina por minuto. Cada columna
[+ !

c

cN 3.5 mM dc. acético representa la media y error estdndar de 6

repeticiones bioldgicas.

4.12.2 Medida de la acidificacion del medio externo in vivo

A pesar de que la actividad H'-ATPasa in vitro del mutante es menor que la del
control, se quiso determinar si la expulsion de protones al medio externo del mutante
era mayor in vivo. Esto seria posible considerando la existencia de factores que afectan
a la regulacion de la actividad de la H'-ATPasa, cuyo efecto no es observable en el
experimento anterior, y teniendo en cuenta la posible implicacion de otros
transportadores (aparte de la H-ATPasa PM) en la expulsion de protones al exterior
celular.

Para ello se realizd, en primer lugar, un ensayo creciendo plantas en medio MS
sin tamponar con bromocresol en presencia o ausencia de 3,5 mM de acido acético. En
la Figura 4.48, se observa como en condiciones normales no existen diferencias en la
expulsion de protones del mutante y el control, ya que el color amarillento aparece

alrededor de las raices de ambos genotipos de forma similar. En presencia de acido
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acético, no fue posible observar acidificacion del medio ni en el caso del mutante ni en
el del control. Posiblemente, el acético (pKa=4,7) a la concentracion empleada, esta

actuando como tampon, y por este motivo, no disminuye el pH del medio (pH=5,5).

MS con bromocresol pH 5,5 Figura 4.48. Ensayo de acidificacion extracelular

empleando bromocresol. Plantas crecidas durante 14 dias en

pH acido

medio MS sélido en vertical se transfieren a medio MS s6lido
sin tamponar + 0,003% (p/v) de bromocresol plrpura, donde se

mantienen entre 6 y 12 horas.

pH alcalino

Control wat1-1D

Finalmente, se empled otro método para medir la expulsion de protones al medio
externo. En este caso, se midié de forma directa la acidificacion del medio externo, con
un pHmetro, tal y como se describe en el apartado 3.19.2 de Materiales y Métodos. Las
medidas se realizaron tanto en presencia como en ausencia de acido acético, pero en
este caso se disminuyd la concentracion empleada de 4cido (1 mM), para minimizar su

efecto como tampon.

A Ensayo acidificacion medio externo (MS) B Ensayo acidificacion medio externo (MS+acético)
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Figura 4.49 Ensayo de acidificaciéon del medio externo en condiciones normales (A) y en presencia
de 1 mM de acido acético (B). Las graficas muestran el incremento en la concentracion de protones del
medio por minuto y por gramo de peso fresco de raiz en los primeros 10, 20, 30 minutos o en los 45
minutos de duracién del experimento. Cada columna representa la media y error estandar de 4

repeticiones biologicas.

En la Figura 4.49 se observa como el incremento de la concentracion de
protones en el medio por unidad de tiempo y de peso de la raiz, es mayor al inicio del

experimento, y disminuye a medida que pasa el tiempo. Este dato indica que la
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velocidad de salida de protones es muy alta al principio y se va reduciendo con el
tiempo. Por otro lado, comparando la Figura 4.49A con la B, se observa que, como
cabia esperar, la acidificacion del medio externo es mayor en presencia de acido acético,
ya que en estas condiciones, la célula trata de evitar a la bajada de pH intracelular
expulsando al medio protones en mayor medida que en condiciones normales.

Comparando el mutante con el control, en la Figura 4.49A se muestra que ambos
genotipos se comportan de modo similar. Sin embargo, en condiciones de estrés acido,
la expulsion de protones al exterior es mayor en el mutante wat/-1D. Esta diferencia es
mayor en los primeros minutos de duracién del experimento, y se va reduciendo a
medida que avanza el tiempo. En los primeros 10, 20 y 30 minutos la diferencia en el
incremento de protones por unidad de tiempo es significativa con un nivel de
significacion 0=0,05 (10 minutos) y 0,1 (20 y 30 minutos), pero no es significativa al
considerar los 45 minutos de duracion del ensayo.

Por lo tanto, se concluye que el mutante wat/-1D es capaz de mantener un pH
citosolico mas elevado en respuesta a estrés acido, porque en estas condiciones
incrementa la expulsion de protones en mayor medida que el control silvestre. Esta
activacion en la expulsion de protones, no ocurre mediante una modificacion covalente

de la H -ATPasa de PM.

4.13 Medida del potencial de membrana del mutante y el

control

Dado que, en condiciones de estrés acido, el mutante watl/-1D es capaz de
expulsar los protones de forma mas eficaz que el control silvestre, cabria esperar que, en
estas condiciones, se observara una hiperpolarizacion de la membrana més pronunciada
en el mutante que en el caso del control silvestre. Por ello, se midi6 el potencial de
membrana de la epidermis radicular del mutante y el control en un experimento de
perfusion con acido acético

En la Figura 4.50 podemos observar como el potencial inicial (en condiciones
normales) es similar en el control y el mutante. Este resultado era esperable, ya que el
mutante no muestra mayor expulsion de protones en condiciones normales. Al afiadir el
acido acético, el potencial de membrana del control aumenta de forma clara (valor mas

negativo). Este aumento es consecuencia de la mayor expulsion de protones observada.
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En el caso del mutante, el comportamiento es diferente, ya que la hiperpolarizacion de
la membrana observable al afiadir acético es mucho menor (incremento de 6 mV frente

a23 mV en el caso del control) (Figura 4.50B).

E_(mV) CS wat1-1D A
50 -
acético acético
-1004 u w B
E.(mV) A Em (mV)
e 1mM acético

-1504 I

lavado cs -135+ 18 23 + 4

_ lavado wat1-1D -130+9 -6 + 2

-2001 5 min

Figura 4.50: Medida del potencial de membrana del mutante watI-1D y el control tras afiadir 1
mM de acido acético, y después de su lavado. A) La grafica muestra la variacion del potencial de
membrana (E,,) de células epidérmicas de la raiz al tratar con 1mM de acido acético, y tras su lavado. Las
plantas tratadas habian crecido previamente en medio MS s6lido dutante 10-15 dias. B) La Tabla muestra
los valores de E,, del mutante y el control previamente al tratamiento, y la variacion de E,, producida al
afadir ImM de acido acético. Los datos representan la media y desviacion estandar de 4 experimentos

independientes.

Estos resultados indican que, en condiciones de estrés acido, el control silvestre
responde activando su H'-ATPasa (y, tal vez, también otros transportadores de salida de
protones), tratando de expulsar el exceso de protones al medio externo. Como
consecuencia, se observa un incremento en su potencial de membrana. Como se ha
demostrado en el apartado anterior, el mutante wat/-1D, expulsa mas protones al
exterior que el control en condiciones de estrés acido, sin embargo, la variacion del
potencial de membrana que se observa en el mutante es muy pequefia. Este dato indica
que la salida de protones al exterior celular se estd compensando de algin modo, o bien

mediante la entrada de cationes o mediante la salida de aniones.

4.14 Toma de rubidio en condiciones normales y en

condiciones de estrés por acido acético

Como se comentd en la introduccion, el principal sistema empleado por las
células para evitar una excesiva hiperpolarizacion de la membrana plasmatica

provocada por la salida de protones, es la toma de potasio del medio externo. Por este
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motivo, se quiso determinar si la toma de este cation estaba incrementada en el mutante
watl-1D tanto en condiciones normales como en presencia de acido acético.

Debido a su importancia fisioldgica, las plantas acumulan potasio en el citosol
hasta alcanzar concentraciones del orden de 100-200 mM. Por este motivo, la toma de
potasio a tiempos cortos se realizd6 empleando rubidio como analogo estructural, que
puede utilizar los mismos sistemas de entrada a la célula que el potasio.

En la Figura 4.51A se observa como la velocidad inicial de toma de rubidio es
similar en el mutante wat/-1D, y el control silvestre. Este resultado es consistente con
los datos anteriores que muestran que, en condiciones normales, el potencial de
membrana, la salida de protones, y el pH es similar en el mutante y el control. En
presencia de acido acético, la toma de rubidio se incrementa tanto en el mutante como
en el control. Sin embargo, el mutante wat/-1D presenta en estas condiciones, una

velocidad de toma de rubidio significativamente mayor que el control silvestre (Figura
4.51B).

A Toma de Rubidio (CN) B Toma de Rubidio (3,5 mM acético)
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Figura 4.51: Toma de rubidio a tiempos cortos en presencia o ausencia de acido acético. Contenido
en rubidio de plantas crecidas durante 13 dias en medio MS liquido y transferidas a medio sin potasio
suplementado con 10 mM RbCI (A) y con 3,5 mM de acido acético (B) durante 0-15 minutos. Las barras

de error representan el error estandar de 3 repeticiones biologicas.

Por lo tanto, en condiciones de estrés acido, la toma de potasio (Rb) es mas
eficaz en el mutante wat/-1D, y como consecuencia de la mayor entrada de potasio, se
favorece la accion de la H'-ATPasa, u otros transportadores que expulsan protones, ya
que se evita la excesiva hiperpolarizacion de la membrana plasmatica. De este modo, in
vivo, el mutante expulsa los protones en mayor medida y mantiene un pH mas alcalino
que el control. Sin embargo, esta activacion de la expulsion de protones no es

observable in vitro ya que no se debe a una modificacion covalente.
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Una vez comprobado que el mutante era capaz de tomar inicialmente Rb con
mayor velocidad que el mutante en presencia de 4cido acético, se quiso conocer la
cinética de toma de rubidio a tiempos mas largos. La Figura 4.52 muestra como la
diferencia observada inicialmente en el contenido de rubidio entre el mutante y el

control, se reduce a tiempo mas largos, y no resulta significativa a partir de los 30

minutos.

Figura 4.52: Toma de rubidio en
LMl Rub|io/w,3 M acatica) condiciones de estrés por Aacido
50 acético. Contenido en rubidio de plantas
% m 1 crecidas durante 13 dias en medio MS
1: 20 B ' — liquido y transferidas a medio sin
E 20 1oon id e watt-10 | potasio suplementado con 10 mM RbCl
% 10 5 y con 3,5 mM de acido acético durante
B UT . : : . 0-120 minutos. Las barras de error
0 30 60 90 120 representan el error estindar de 3
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4.15 Toma y acumulacion de cationes en el mutante watl-1D

Dado que el mutante wat/-1D es mas tolerante a cloruro so6dico, y més sensible a
cloruro de litio, resulta de interés analizar la toma y acumulacion de estos cationes en el
mutante en comparacion con el control. Asimismo, se midid la toma de rubidio y la
acumulacion de potasio, debido a su importancia en la homeostasis de cationes en la

célula vegetal.

4.15.1 Ensayos realizados en plantulas completas

A) Toma v acumulacion de sodio:

En primer lugar se midi6 el contenido en sodio de plantulas crecidas durante 13
dias en medio MS liquido y tratadas con 125 mM de sodio durante diferentes tiempos.

Como se observa en la Figura 4.53, a partir de los 30 minutos el contenido en
sodio del mutante es estadisticamente menor que el del control (con un grado de
significacion del 0,1% a los 30 y 120 minutos y del 0,05% a los 60 minutos). Asimismo,
la acumulacion de sodio en el mutante, tras dos dias de tratamiento, es
significativamente menor en el mutante que en el control. Este resultado es coherente

con el hecho de que el mutante wat/-1D tolera mejor el estrés por NaCl, tanto en el
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estadio de germinacidn y establecimiento de la plantula, como en etapas posteriores del

desarrollo.
A Toma de sodio B Acumulacion sodio (2 dias)
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Figura 4.53: Toma y acumulacion de sodio. Contenido en sodio de plantas crecidas durante 13
dias (A) u 11 dias (B) en medio MS liquido y transferidas a medio MS suplementado con 125 mM
NaCl durante 0-120 minutos (A) o 2 dias (B). Las barras de error representan el error estandar de

tres repeticiones biologicas.

B) Toma v acumulacion de litio:

En el caso de la toma de litio, no se observan diferencias significativas entre el
mutante y el control a tiempos cortos. Sin embargo, de forma contraria a lo esperable, la
acumulacion de litio tras dos dias de tratamiento es significativamente menor en el
mutante que en el control silvestre. Por lo tanto, a pesar de tener una menor
acumulacion de litio, el mutante watl-1D es mas sensible a este catidon toxico, tanto en

condiciones de cultivo in vitro como en invernadero.
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Figura 4.54: Toma y acumulacion de litio. Contenido en litio de plantas crecidas durante 13 dias
(A) u 11 dias (B) en medio MS liquido, y transferidas a medio MS suplementado con 25 mM LiCl
durante 0-120 minutos (A) o 2 dias (B). Las barras de error representan el error estandar de 3

repeticiones bioldgicas.

C) Toma vy acumulacion de potasio:

Para estudiar la toma de potasio, se emple6 rubidio como analogo estructural, tal

y como se explico en el apartado 4.14. En la Figura 4.55A, se observa que no existen
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diferencias significativas en la toma de rubidio entre los 0 y 120 minutos entre el
mutante y el control.

El andlisis de la acumulacion de potasio se llevd a cabo tanto en condiciones
normales como en condiciones de estrés por NaCl. La Figura 4.55B, muestra que la
acumulacion de potasio tras 13 dias de crecimiento en medio liquido es
significativamente mayor en el mutante que en el control tanto en condiciones normales
como en condiciones de estrés salino. Es importante destacar, que la acumulacion de
potasio en condiciones de estrés salino es menor que en condiciones normales, tanto en
el mutante como en el control. Este resultado es esperable, dado que, como se comento

en la introduccion, la presencia de sodio puede inhibir la toma de K.
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Figura 4.55: Toma de rubidio y acumulacién de potasio. A) Contenido en rubidio de plantas crecidas
durante 13 dias en medio MS liquido y transferidas a medio sin potasio suplementado con 50 mM RbCl
durante 0-120 minutos. B) Contenido en potasio de plantulas crecidas durante 11 dias en medio MS
liquido y transferidas a medio MS liquido (condiciones normales) o medio MS liquido suplementado con
125 mM NacCl (125 mM NaCl) durante 2 dias. Las barras de error representan el error estandar de 3

repeticiones bioldgicas.

D) Acumulaciéon de rubidio:

El hecho de que el mutante acumule mas potasio que el control, contrasta con su
sensibilidad al crecimiento en medio con potasio limitante (apartados 4.2.1 E y 4.2.2
D). Una posible explicacion, es que el sistema que incrementa la acumulacion de
potasio en el mutante, funcione Unicamente en el rango de baja afinidad, y no a las
concentraciones de potasio empleadas en el medio limitante (10 uM).

Para comprobar esta hipotesis, se realizd un ensayo de acumulacion de rubidio
(empleado como anélogo del potasio), en medio sin potasio suplementado con 10 uM
RbCI. La Figura 4.56 muestra como en estas condiciones, el mutante wat/-1D también

es capaz de acumular mas rubidio (y por tanto potasio) que el control.
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Acumulacién de rubidio (2 dias) Figura 4.56: Acumulaciéon de rubidio (alta afinidad).
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Por lo tanto, se concluye que el mecanismo que favorece la acumulacion de
potasio en el mutante funciona tanto en el rango de baja afinidad como en el de alta
afinidad, de modo que debe existir otra explicacion para el fenotipo de sensibilidad del

mutante en medio con bajo potasio.

4.15.2 Ensayos de acumulacion de cationes en raiz y parte aérea

El hecho de que no existan diferencias, entre el mutante wat/-1D y el control, en
las velocidades iniciales de toma de los diferentes cationes, parece indicar que las
diferencias observadas en la acumulacion de los mismos no se deben a una alteracion en
la toma a nivel de la epidermis radicular. Una explicacion alternativa, es que el mutante
presente una alteracion en la carga de cationes en el xilema. Para comprobar esta
hipotesis, se determiné si la diferente acumulacion de cationes ocurre a nivel de raiz o a
nivel de la parte aérea. Para ello, se cultivaron las plantas en cultivo hidropdnico y se

midio por separado el contenido de cationes en raiz y parte aérea.

A) Acumulacion de sodio:

En el caso del sodio, se observo que no existen diferencias significativas entre el
mutante y el control en la parte aérea (Figura 4.57B). Sin embargo, el contenido en

NacCl de las raices del mutante es significativamente menor que el del control.
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Figura 4.57: Acumulacién de sodio en raiz y parte aérea. Contenido en sodio de la raiz

(A) o la roseta (B) de plantas crecidas en cultivo hidropénico durante 6 semanas, y tratadas

con 125 mM NacCl durante 2 dias. Las barras de error representan el error estindar de 4

repeticiones bioldgicas.

B) Acumulacion de litio:

El ensayo realizado con cloruro de litio, mostré que el mutante acumula una

menor cantidad de este cation tanto en la parte aérea como en la raiz. Sin embargo, la

mayor diferencia se observa en la raiz del mutante (Figura 4.58A). De hecho, las

diferencias existentes en la raiz son significativas con un nivel de confianza del 99,99%

(**), mientras que las diferencias observadas en la parte aérea resultan significativas

unicamente con un nivel de confianza del 99,9 % (+).
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Figura 4.58: Acumulacion de litio en raiz y parte aérea. Contenido en litio de la raiz (A)

o la roseta (B) de plantas crecidas en cultivo hidropdnico durante 6 semanas, y tratadas con

25 mM LiCl durante 2 dias. Las barras de error representan el error estandar de 4

repeticiones biologicas.

C) Acumulacion de potasio:

En el caso del potasio, se observd que el mutante acumulaba una mayor cantidad

tanto en la raiz como en la parte aérea de la planta (Figura 4.59). Las diferencias son

significativas con un nivel de confianza del 99,5% y del 99,9% respectivamente.
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Figura 4.59: Acumulacion de potasio en raiz y parte aérea. Contenido en potasio de la
raiz (A) o la roseta (B) de plantas crecidas en cultivo hidropdnico durante 6 semanas. Las

barras de error representan el error estandar de 4 repeticiones biologicas.

En base a estos resultados, se concluye que la mayor toma de potasio
puede deberse a una mayor carga en el xilema, pero el menor contenido en litio y

sodio, no se explicaria por su menor transporte a la parte aérea.

4.16 Estudio de la relacion entre acido acético y abscisico

4.16.1 Fenotipos en presencia de acético de mutantes en biosintesis o

ruta de senalizacion por ABA

Considerando que el mutante watl-1D, capaz de germinar mejor en presencia de
acido acético, muestra también cierta insensibilidad a la inhibicion de la germinacion y
el crecimiento provocado por ABA, se quiso comprobar el fenotipo de algunos mutantes
y lineas transgénicas afectadas, bien en su contenido o en su sensibilidad a ABA.

En la Figura 4.60 se muestra como la linea que sobreexpresa la proteina
fosfatasa 2: HABI, cuya sensibilidad a ABA es menor (Saez et al, 2004), muestra
también insensibilidad a acético en el estadio de germinacidon y establecimiento de la
plantula. Del mismo modo, el mutante en la alcohol deshidrogenasa aba2-11, deficiente
en la biosintesis de ABA, también es capaz tolerar mejor acido acético en este estadio.

Con respecto a los mutantes hipersensibles a abscisico abil-2 y habl-1, el
fenotipo observado es el contrario. Concretamente, el mutante abi/-2 muestra un menor
porcentaje de cotiledones verdes que el control en estas condiciones. En el caso del
mutantes simple habl-1, esta diferencia no resulta significativa, pero el doble mutante
abil-2 habl-1, muestra una sensibilidad incluso mayor que la presentada por el mutante

simple abil-2.
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Estos resultados parecen indicar que los mutantes insensibles a ABA, o
deficientes en su sintesis, son capaces de tolerar mejor el acido acético en el estadio de
germinacion y establecimiento de la plantula. Por el contrario, mutantes hipersensibles a

ABA, muestran una mayor sensibilidad a acético en estas condiciones.

Fenotipo mutantes ABA Figura 4.60: Fenotipo en presencia de
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estandar de 4 repeticiones independientes.

4.16.2 El acido acético promueve la sintesis de ABA

En base a los resultados anteriores, se quiso comprobar si la inhibicion del
crecimiento que provoca el acido acético, ocurre a través de la sintesis de ABA. Para
ello, se hicieron dos tipos de ensayos de medida de ABA tras tratar con acido acético.

En primer lugar, se hicieron germinar semillas en presencia de 3,5 mM de acido
acético, y a los 6 dias se midio su contenido en ABA, en comparacion con el de las
plantulas crecidas en medio MS control. Como se observa en la Figura 4.61B, el
contenido en ABA de las plantulas germinadas en presencia de &acido acético, es
significativamente mayor que el del control. En este mismo ensayo, se dejaron crecer
las plantulas en presencia de acético dos dias mas, hasta tener un tamafio semejante al
que mostraban las plantulas crecidas en MS a los 6 dias (Figura 4.61A). Entonces, se
midi6 el contenido en ABA, observandose que era similar al contenido de las plantulas
crecidas en presencia de MS durante 6 dias.

Este resultado podria indicar que el acético inhibe el crecimiento promoviendo la
sintesis de ABA, por lo que las plantas con su crecimiento retrasado (MS + acético; 6
dias), tienen un contenido en ABA mayor que las control (MS 6 dias), pero las plantas
con un fenotipo similar al del control a los 6 dias (MS + acético; 8 dias), no poseen un
contenido mayor. Sin embargo, este resultado también podria significar, que el
contenido en ABA de las plantulas depende del estado fisiologico de las mismas, siendo
mayor en los primeros dias tras la germinacion y decreciendo a medida que avanza el

tiempo. De este modo, las plantulas germinadas en presencia de 4cido acético, que
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muestran un retraso en el desarrollo, poseen un mayor contenido en ABA a los 6 dias
que el control, pero no a los 8 dias, cuando el estadio de desarrollo se asemeja al de las

plantulas control a los 6 dias.
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Figura 4.61: Contenido en ABA de plantulas
germinadas en presencia de acético. A)
Aspecto de las plantulas del CS crecidas en
medio MS durante 6 dias, o medio MS+3,5
acido acético durante 6 y 8 dias. B) Picogramos

de ABA por miligramo de peso fresco

contenidos en las plantulas de la Figura A).

Cada columna representa la media y error estandar de tres repeticiones biologicas independientes.

Para comprobar si el 4cido acético, induce efectivamente la sintesis de ABA, o el
resultado observado, era debido al diferente estadio fisioldgico de plantulas estudiadas,
se realizd6 un ensayo germinando las plantulas en MS, y transfiriéndolas a MS
suplementado con acido acético durante 24 horas. Tras el tratamiento, se midié el
contenido en ABA. De este modo, al realizar el tratamiento, las plantulas se encuentran
en un estadio equivalente, y este tratamiento es suficiente para provocar una detencion

del crecimiento.

Tratamiento 24h con acético Figura 4.62: Contenido en ABA de plantulas germinadas

18 k. en MS y tratadas con dcido acético durante 24horas.

Picogramos de ABA por miligramo de peso fresco de

plantulas crecidas 6 dias en MS y transferidas a medio MS o

MS+ 3,5 mM acido acético durante 24 horas. Cada columna

py ABA/mg Pf

representa la media y error estindar de tres repeticiones

biologicas independientes.

MS+3,5 acetico

En la Figura 4.62, se observa que el contenido en ABA de las plantulas tratadas
con acido acético durante 24 horas, es significativamente mayor que el de las plantulas

sin tratar. Es decir, el acido acético induce, efectivamente, la sintesis de ABA.
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4.17 Respuesta transcripcional al estrés por acido acético

Con el objetivo de determinar cual es la respuesta de una célula a la bajada de
pH intracelular provocada por el 4cido acético, se realizd un andlisis transcriptémico,
comparando la expresion génica en muestras tratadas con acido acético (3,5 mM
durante 2 horas) y muestras sin tratar. Se realizaron 4 réplicas biologicas, y tras el
procesamiento de los datos y el analisis estadistico se determind que 1241 genes
variaban significativamente su expresion: 392 genes se inducian por el estrés acido y
849 se reprimian.

Con estos resultados, en primer lugar, se quiso determinar si alguna categoria
funcional estaba sobre-representada en la lista de genes inducidos o reprimidos en
comparacion con el genoma completo de la A. thaliana. Para ello, se empled la
aplicacion FatiGO que se encuentra disponible en la siguiente pagina web

http://babelomics.bioinfo.cipf.es/functional.html. De este modo, se pretendia tener una

vision global de las respuestas provocadas en la célula, por el tratamiento con acido
acético. Los anejos III y IV muestran el resultado de este analisis.

En relaciéon a los genes inducidos, se observa que categorias funcionales
relacionadas con la respuesta a estreses abioticos (concretamente luz, calor, hipoxia y
estrés oxidativo), se encuentran sobre-representadas. Asimismo, existe un
enriquecimiento en genes involucrados en el plegamiento de proteinas. Este
enriquecimiento tiene una estrecha relacion con el del estrés por calor, que provoca
desnaturalizacion de proteinas. Por otro lado, se observa un enriquecimiento en la
categoria “drug transport”, que incluye transportadores que pueden estar implicados en
la expulsion de sustancias toxicas. Concretamente se ha encontrado sobre-representada
la categoria de transporte de antibidticos. Por lo tanto, la célula parece activar una
respuesta a estrés, y probablemente, active determinados transportadores para expulsar
el acetato del interior celular. En cuanto a los genes reprimidos, las categorias sobre-
representadas se relacionan con el metabolismo (de compuestos aromadticos, biosintesis
de enterobactina, y péptidos) y con la respuesta a estimulos como el acido jasmonico o
la herida.

Por otro lado, se quiso conocer la funcion de los genes que variaban su expresion
en mayor medida. Para ello, se escogieron aquellos genes con variacion
estadisticamente significativa, y que se encontraban, al menos en 3 de las 4

micromatrices, mas de 3 veces inducidos o mas de 4 veces reprimidos. De los 392 genes
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inducidos, 64 cumplian estos requisitos. En el caso de los genes reprimidos, de los 849
se seleccionaron 107. En los anejos V y VI se detallan estos genes agrupados por
categorias funcionales.

Es interesante destacar, que entre los genes mas inducidos se encuentran varios
antiportadores con protones implicados en la toma de nutrientes del medio como PHT1,
PHT2 y SEL1/SULTR1;2, que muestran niveles de induccién mayores de 3,5 veces. Por
otra parte, entre los genes inducidos, se encuentran dos HSF “Heat Shock Factors”
(HSFA2 y HSFAS) y varias HSP “Heat Shock Proteins”, proteinas con actividad
“chaperona” (proteccion, desagregacion y plegamiento de proteinas) tipicamente
inducidas por tratamientos con calor. Este resultado es coherente con el andlisis anterior
que mostraba que la categoria funcional de respuesta a calor se encontraba sobre-
representada en los genes inducidos.

En base a estos resultados, se quiso comparar la respuesta transcripcional
obtenida con el tratamiento con &cido acético, con la propia del estrés por alta
temperatura. Para ello se emplearon datos de micromatrices disponibles en la base de

datos NASCArrays (http://affymetrix.arabidopsis.info/narrays/experimentbrowse.pl), y

se dibujaron diagramas de Venn que representan los genes especificos de cada
experimento y aquellos comunes para ambos ensayos, empleando la pagina web:

http://www.bioinformatics.org/gvenn/index.htm.

Mediante este andlisis, se observo que aproximadamente el 30% de los genes
inducidos en la micromatriz con acético, se inducen por un tratamiento de 1 hora de
calor (Figura 4.63A). Sin embargo, s6lo el 10% de los genes inducidos por acético se
inducen tras un tratamiento de calor de 3 horas de duracién. Considerado ambos
tratamientos (1 y 3 horas de calor), el 32% de los genes inducidos por acético se
inducen por calor. Por lo tanto, existe una coincidencia importante en la respuesta
inducida por ambos estreses.

Como se comentd en la introduccion, algunos trabajos previos han estudiado la
respuesta de las plantas a la acidificacion del medio exterior. Entre ellos, se ha llevado a
cabo una aproximacion transcriptomica para estudiar los cambios en la expresion génica
producidos en respuesta a un bajo pH externo (Lager ef al., 2010).

Para conocer si los efectos de la acidificacion externa, se asemejan o no a los
obtenidos mediante tratamientos con acidos débiles (acidificacion interna), se realizo el
mismo andlisis explicado anteriormente, comparando los datos obtenidos por Lager y

colaboradores, con los obtenidos en la presente tesis doctoral.
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El resultado de este analisis se muestra en la Figura 4.63B. De esta figura se

concluye que, de los genes inducidos por acido acético, tan sélo el 8,7% y el 6,4% se

inducen tras 1 y 8 horas, respectivamente, de tratamiento con bajo pH externo. Esta baja

coincidencia es esperable considerando que la mayoria de genes inducidos en respuesta

a bajo pH externo estan implicados en la respuesta a estreses bidticos o auxinas (Lager

et al., 2010), categorias funcionales que no aparecen representadas en los genes

inducidos por acético.

A AcETico2H

CALOR 3H

CALOR 1H B Acerico

BAJO pH 1H

BAJO pH 8H

Figura 4.63. Diagramas de Venn comparando los genes inducidos en

respuesta a estrés por acido acético, con los inducidos por calor (1 y 3 horas a
38°C) (A) o por bajo pH externo (pH=4,5) (B). En el anejo VII se indican las

condiciones concretas de cada experimento.

Para corroborar este dato, se realizd una comparacion de los genes inducidos por

acético con los inducidos tras un tratamiento con auxinas y tras una infeccion con

Pseudomona syringae (Figura 4.64).

2HACETICO

THAUXINA

3HAUXINA

2H ACETICO P.EYRINGAE

Figura 4.64. Diagramas de Venn comparando los genes inducidos en

respuesta a estrés por acido acético, con los inducidos al tratar con acido

indolacético (1 pM durante 1 y 3 horas) (A) o tras 4 horas de infectar con

P. syringae (B). En el anejo VII se indican las condiciones concretas de cada

experimento. IAA: 4acido indolacético.
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La Figura 4.64 muestra como la coincidencia entre la respuesta transcripcional a
acido acético y a la auxina o al estrés bidtico es practicamente inexistente.
Concretamente, de los genes inducidos por acético, menos del 2% se inducen por auxina
(1 6 3 horas), y ninguno se induce por P. syringae.

Por ultimo, se quiso comparar los genes inducidos en respuesta a acético con los
inducidos en respuesta a otros estreses abidticos, como el estrés osmotico o el estrés
oxidativo. De los datos de la Figura 4.65A se extrae que del total de genes inducidos un
10,7% y un 5,6% se inducen en respuesta a 1 y 3 horas, respectivamente, de tratamiento
con estrés osmotico. En el caso del estrés oxidativo, la coincidencia es practicamente
inexistente (Figura 4.65B), la pesar de que el andlisis realizado con FATIGO incluia
esta categoria como una de las sobre-representadas. Esta incongruencia puede deberse a
que en el experimento de estrés oxidativo relativamente pocos genes variaban su

expresion.

A

ACETICO 2H OSMOTICO 1H B ACETICO 2H OXIDATIVO 1H

OXIDATIVO 3H

OSMOTICO 3H

Figura 4.65. Diagramas de Venn comparando los genes inducidos en
respuesta a estrés por acido acético, con los inducidos por estrés osmoético
(300 mM manitol durante 1 y 3 horas) (A) o por estrés oxidativo (B). En el
anejo VII se indican las condiciones concretas de cada experimento. IAA:

acido indolacético.

En cuanto a los genes reprimidos, como se ha comentado anteriormente, de los
1241 genes cuya expresion varia significativamente, 392 genes se induce por el estrés
acido y 849 se reprime. Es decir, casi un 70% de los genes que varian su expresion, se
reprime en respuesta a acético. Asimismo, como se muestra en el anejo IV, gran parte
de estos genes estan implicados en el metabolismo celular.

En base a los resultados obtenidos con los genes inducidos, se quiso comparar

los genes reprimidos en respuesta a acético con los reprimidos frente al estrés por un
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bajo pH externo, asi como frente a los estreses abioticos que se mostraban mas

similares: calor y estrés osmotico.

A B Cc

ACETICO 2H CALOR 1H ACETICO 2H OSMOTICO 1H ACETICO BAJO pH 1H

1389

CALOR 3H OSMOTICO 3H

BAJO pH 8H

Figura 4.66. Diagramas de Venn comparando los genes reprimidos en respuesta a estrés por acido
acético, con los reprimidos por calor (1 y 3 horas a 38°C) (A) por estrés osmotico (300 mM manitol
durante 1 y 3 horas) (B) o por bajo pH externo (pH=4,5) (C). En el anejo VII se indican las

condiciones concretas de cada experimento.

La Figura 4.66 muestra como, en el caso de los genes reprimidos, la
coincidencia es, en general, menor que al considerar los genes inducidos.
Concretamente, del total de genes reprimidos por acético un 11,95% y un 8,36% se
reprimen por calor (1 y 3 horas respectivamente), un 7,18% y un 1,8% se reprimen por
estrés osmotico (1 y 3 horas respectivamente) y un 1% y un 2,2% se reprimen por estrés
con bajo pH externo (1 y 8 horas respectivamente). Es decir, la represion génica que
ocurre en respuesta a los diferentes estreses es mds variable que la inducciéon de los
genes.

Por ultimo, como dato curioso, destacar que, en todas las comparaciones
realizadas, se observa que los genes cuya expresion varia tras 2 horas de tratamiento con
acético, siempre se asemejan mas a los que varian tras 1 hora con el resto de estreses
que a los modificados tras 3 horas. Es decir, los resultados sugieren que un tratamiento
de 2 horas causa cambios en la expresion génica mas similares a un tratamiento de 1

hora que a un tratamiento de 3 horas.
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5.1 Aislamiento y caracterizacion genética del mutante wat1I-

1D

En la presente tesis doctoral se han empleado acidos débiles para provocar una
bajada del pH citosolico con el objetivo de aislar y caracterizar mutantes resistentes a
acidificacion intracelular, y por tanto, con alteraciones en la homeostasis de pH. Con
este abordaje de genética directa, se pretende abrir un nuevo campo de estudio de

mecanismos moleculares implicados en la homeostasis de pH intracelular en plantas.

5.1.1 Rastreos en germinacion y establecimiento de la plantula

El rastreo llevado a cabo en este trabajo se ha realizado en el estadio de
germinacion y establecimiento de la plantula, ya que los ensayos de aparicion de
cotiledones en placas Petri permiten el rastreo de cientos de miles de semillas, en muy
poco espacio. Esta decision puede ser criticada ya que existen claras diferencias en el
desarrollo vegetal durante la germinacion y establecimiento de las plantulas en
comparacion con estadios posteriores, por lo que fenotipos observados en germinacion,
podrian no mantenerse en la planta adulta. Sin embargo, el rastreo realizado en este
trabajo, ha resultado util para encontrar un mutante con una alteracion en la homeostasis

de pH, y de otros cationes, en diferentes etapas del desarrollo.

5.1.2 Empleo de lineas “activation tagging”

En nuestro trabajo se ha empleado una coleccion de mutantes con sobre-
expresion al azar de genes, por insercion de un activador transcripcional “activation
tagging”. El empleo de este tipo de lineas mutantes pretende obtener mutaciones
dominantes por ganancia de funcién de genes adyacentes al T-DNA. Sin embargo,
trabajos previos empleando esta técnica, indican que los resultados obtenidos pueden
ser muy diversos.

En algunos estudios el fenotipo objeto de estudio no se debe a la insercion del T-
DNA (Gonzalez-Guzman et al., 2002), por lo que resulta necesario realizar un mapeo
posicional para encontrar la mutacion de interés. En otros trabajos en los que la
insercion correlaciona con el fenotipo, se han aislado tanto mutantes dominantes por

ganancia de funcion (Xu et al., 2005; Alejandro et al., 2007), como mutantes recesivos,
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por pérdida de funcion del gen en el que se inserta el T-DNA (Gonzéalez-Guzmén et al.,

2004).

A

Transcripcion Proteina no funcional Pérdida de funcién:
/_- @ @ Mutacion recesiva
B Transcripeién Proteina funcional <
Ganancia de funcién :
Q O Mutacion dominante

Oo

c —{ o= [N —

No hay proteina - L
%Transcripcién Pérdida de funcién:

2 ] o
s Proteina truncada mas activa
" Transcripcion Ganancia de funcion:
E m “ ‘ Mutacion dominante
3 ) Proteina truncada no funcional Pérdida de funcién :
Transcripcién ., .
" 6 -Mutacién dominante
E m & C negativa (wat1-1D)
< -Mutacién recesiva

Figura 5.1: Algunos de los posibles efectos de la insercién de T-DNA con activador
transcripcional. A) Ausencia de correlacion entre fenotipo y T-DNA. El fenotipo se
debe a otra mutacién (M), normalmente recesiva, independiente de la insercion de T-
DNA. La proteina mutada no es funcional. B) Inserciéon del T-DNA en una region
intergénica. El fenotipo del mutante podria deberse a la sobreexpresion del gen aguas
abajo de la insercion, o del gen aguas arriba de la insercion (Nakazawa et al., 2003). C)
Insercion de un T-DNA en la region codificante de un gen. 1- El gen interrumpido
no se expresa o disminuye su expresion (mutacion recesiva por pérdida de funcion). 2-
El gen interrumpido (sobre)expresa una version truncada, y la proteina resultante es
mas activa, por haber eliminado un dominio inhibidor (mutacién dominante por
ganancia de funcién). 3- El gen interrumpido sobreexpresa una proteina truncada que
no es funcional y que puede inhibir la funcion de otra copia normal del gen (mutacion

dominante negativa) o simplemente reducir la funcion del gen (mutacion recesiva).

En este trabajo, la caracterizacion genética del mutante wat/-1D ha determinado
que sobreexpresa una version truncada del gen At3g55480. La expresion de una version
truncada de un gen no siempre provoca una pérdida de funciéon de dicho gen, sino que
también puede causar un incremento en la actividad de la proteina, por ejemplo si se
elimina un dominio inhibidor (Palmgren & Christensen 1993; Gevaudant et al., 2007).
Por lo tanto, la proteina resultante, podria ser mas activa (mutacion dominante por
ganancia de funcion). Sin embargo, los resultados del presente trabajo indican que

watl-1D es un mutante dominante negativo. Este resultado, muestra una vez mas, la
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versatilidad de las colecciones de mutantes “activation tagging”, y la variedad de
efectos que puede provocar, a nivel genético, la insercion de un T-DNA con activador

transcripcional en el genoma (Figura 5.1).

5.1.3 watl-1D es un mutante dominante negativo

Los resultados del andlisis genético indican que en el mutante watl-1D se
sobreexpresa una version truncada de la adaptina B3, que provoca la pérdida de funcion
del gen WATI. Considerando que la adaptina B3 funciona formando parte de complejos
con cuatro subunidades (complejos adaptadores), se concluye que el complejo formado

con la adaptina truncada no es funcional.

A

R

COMPLEJO COMPLEJO COMPLEJO
FUNCIONAL FUNCIONAL FUNCIONAL

COMPLEJO NO
FUNCIONAL

COMPLEJO COMPLEJO NO COMPLEJO NO COMPLEJO NO
FUNCIONAL FUNCIONAL FUNCIONAL FUNCIONAL

Figura 5.2. Modelo explicativo del cariacter dominante negativo de la

COMPLEJO
FUNCIONAL

COMPLEJO NO
FUNCIONAL

COMPLEJO NO
FUNCIONAL

COMPLEJO NO
FUNCIONAL

mutacion de watl-1D. Formacion del complejo adaptador 3 (AP-3) en el
control silvestre (A), el mutante wat/-1D (B), y las plantas hemizigotas (C).
En las plantas control (A), la adaptina completa ($3) se une al resto de
subunidades, para formar un complejo funcional. En el mutante wati-1D (B),
el complejo formado con la adaptina truncada ($3°), no es funcional. En las
plantas hemizigotas (C), la adaptina B3’, cuya expresion es mayor que la de la
adaptina completa, compite con la adaptina B3 por los sitios de unién al

complejo, por lo que predomina el complejo no funcional.

Teniendo esto en cuenta, es posible explicar el caracter dominante negativo de la
mutacion estudiada en el presente trabajo. Probablemente, en las plantas hemizigotas, la
forma truncada de la adaptina 3 compite con la forma completa por su union al resto
de subunidades del complejo. Dado que la forma truncada se expresaria en mayor

medida que la completa, predominarian los complejos cuya adaptina estd truncada, que
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no son funcionales (Figura 5.2). Por este motivo, las plantas hemizigotas mostrarian un

fenotipo semejante al del mutante, y no al del control silvestre.

5.2 WATI codifica para la adaptina p del complejo AP-3

5.2.1 Andalisis de la expresion del gen WATI

En el presente trabajo, se ha llevado a cabo un andlisis bioinformatico de la
expresion del gen WATI en respuesta a estimulos, en diferentes etapas del desarrollo, y
en distintos 6rganos y tejidos. Previamente, Feraru y colaboradores (2010), estudiaron
la expresion de la adaptina B3 en el embridon y en plantulas de 7 dias, mediante la
expresion del gen reportero GUS fusionado al promotor de la adaptina. Los resultados
mostraron una expresion ubicua por el embridn y en toda la plantula (raiz, cotiledones e
hipocotilo). Sin embargo, la mayor expresion se localiza en los tejidos meristematicos
de la raiz primaria, en el meristemo apical, asi como en las raices secundarias
emergentes, y los cotiledones (Feraru et al., 2010).

Por lo tanto, los datos del analisis bioinformatico realizado en la presente tesis
doctoral, junto con los trabajos previos, indican que el gen WATI se expresa de forma
ubicua en diferentes partes y tejidos de la planta, asi como en diversos estadios del

desarrollo.

5.2.2 Analisis bioinformadtico de la proteina WATI

El anélisis bioinformatico realizado en el presente trabajo, muestra que en los
residuos 790-795 de la adaptina B3 de A. thaliana, se localiza un motivo que
corresponde a la secuencia de la “caja clatrina” (Figura 4.38), por lo que podria estar
implicado en su interaccion con clatrina. A pesar de este resultado, no puede asegurarse
que el complejo AP-3 de A. thaliana interaccione con clatrina. De hecho, aunque la
subunidad B3A de mamiferos posee el dominio de union a clatrina, existen resultados
contradictorios en relacion a la interaccion del complejo con esa proteina (revisado en
Newell-Litwa et al., 2007), y se ha sugerido que, probablemente, sea capaz de actuar
tanto de forma dependiente como independiente de clatrina. Por lo tanto, seran
necesarios estudios posteriores para confirmar si el complejo AP-3 de 4. thaliana actia

interaccionando con clatrina o no.
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5.2.3 Efectos de la pérdida de funcion de subunidades del complejo AP3

Como se coment6 en la introduccidn, las mutaciones en diferentes subunidades
del complejo AP-3 en levadura, alteran la distribucion de las proteinas que son
transportadas a vacuola por la ruta ALP, como la ALP o la Yck3p. En el caso de la
fosfatasa alcalina vacuolar (ALP), los mutantes apm34 y apl6 (mutados en la adaptina
n y B del complejo AP-3, respectivamente) muestran una acumulacion de la proteina
ALP en pequenas vesiculas en el citoplasma (Stepp et al., 1997; Cowles et al., 1997).
Sin embargo, en los mutantes de levadura aps34 y apm34 (con mutaciones en la
adaptina ¢ y p del complejo AP-3, respectivamente), la Yck3p se localiza en membrana
plasmatica, en vez de dirigirse a vacuola (Sun ef al., 2004). Estudios realizados en
mamiferos, corroboran que mutaciones en componentes del complejo AP-3 pueden
provocar la deslocalizacion de proteinas de la membrana del lisosoma a la membrana
plasmatica, como ocurre con las proteinas LAMPI, LAMP II, y CD63 en mutantes en la
adaptina B3A (Dell’ Angelica et al., 1999).

En A. thaliana, todavia se desconocen las proteinas que son transportadas a
vacuola mediante la ruta en la que interviene el complejo AP-3. Sin embargo, como ya
se ha comentado, se ha aislado un mutante de pérdida de funcion en la adaptina 3. Este
mutante se aisld por poseer un defecto en la distribucion del transportador de membrana
plasmatica PIN1 (Feraru ef al, 2010). En este mismo trabajo, se ha demostrado que la
adaptina B3 de A4. thaliana, es capaz de complementar el defecto en la localizacion de la
proteina ALP existente en mutantes alp64 de levadura. Este resultado indica que la
funcion de la adaptina B3 en el transporte de proteinas a vacuola, estd conservada en A.
thaliana.

En base a estos estudios previos, en todas las hipotesis de trabajo planteadas en
la presente tesis doctoral, se ha considerado que el complejo AP-3 en A. thaliana esta
implicado en el transporte a vacuola. Por ello, una mutacion en la adaptina 3, podria
provocar o bien la falta de algin transportador situado normalmente en el tonoplasto, o
la deslocalizacién a membrana plasmatica de dicho transportador, tal y como se ha

descrito para mutantes en el complejo AP-3 de levadura y mamiferos.

5.3 Homeostasis de pH en el mutante watl-1D

El mutante watl-1D, se aisldé por presentar un mejor fenotipo en presencia de

acido acético, durante la germinacion y establecimiento de la plantula. La posterior
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caracterizacion fenotipica del mutante, mostr6 que es mas tolerante a la acidificacion
intracelular causada por diversos acidos débiles en los primeros estadios de desarrollo,
ya que es capaz de germinar y abrir antes los cotiledones que el control silvestre (Figura
4.6). Sorprendentemente, una vez superado el estadio de germinacion y establecimiento
de la plantula, el mutante no muestra un mejor fenotipo en presencia de acido acético
(Figuras 4.12 y 4.13). Sin embargo, la medida del pH intracelular en plantas mas
desarrolladas del mutante durante un tratamiento de perfusion con 4cido acético de 10
minutos de duracion, muestra que las células de la epidermis radicular mantienen un pH
mas alcalino que el control silvestre en estas condiciones (Figura 4.14). Mediante
ensayos de toma de acetato radiactivo, se comprob6 que la velocidad de toma del 4cido
era la misma en el mutante y el control (Figura 4.39), lo que era esperable, ya que las
plantulas, ya germinadas, no muestran un mejor fenotipo en presencia del acido acético.

Considerando todos estos resultados, se concluye que el mutante watl-1D
presenta una alteracion en la homeostasis de pH intracelular, por la cual, a pesar de
tomar el acido acético normalmente, no sufre una acidificacion significativa del
citoplasma. Curiosamente, esta alteracion de la homeostasis de pH resulta suficiente
para posibilitar la germinacién del mutante en presencia de acidos débiles, pero no
aporta un mejor fenotipo a las plantulas mas desarrolladas. Esto podria ser debido a que,
en plantulas ya germinadas, lo que determina el crecimiento son los meristemos apical y
radicular, cuya sensibilidad a acido acético es mucho mas acusada que la mostrada por
las semillas y plantulas durante la germinacion. De hecho, una concentracion de 1 mM
de acido acético, provoca una reduccion de aproximadamente un 40% en el peso fresco
de las plantulas (Figura 4.12), y del 80% en la elongacién de la raiz (Figura 4.13). Sin
embargo, la concentracion empleada en los ensayos de apertura de cotiledones es
mucho mayor (3,5 mM de acido acético), y solo genera una retraso en la germinacion
del control silvestre, que con el paso de los dias es capaz de abrir los cotiledones (Figura
4.2). De estos resultados se concluye que, los tejidos de la plantula durante la
germinacion y apertura de los cotiledones, poseen una mayor proteccion frente al efecto
inhibitorio del &cido acético. Por lo tanto, si en los primeros estadios de desarrollo los
tejidos son mas tolerantes al 4cido, y todos ellos participan en el crecimiento, el
mantenimiento de un pH mas alcalino en el citosol del mutante, permite la emergencia
de la radicula y aparicién de cotiledones. Sin embargo, en estadios posteriores, donde
unicamente los meristemos (tejidos extremadamente sensibles al 4cido) contribuyen al

crecimiento, no es suficiente con mantener un pH citosolico més alcalino en la
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epidermis de la raiz para mostrar un mejor fenotipo. El motivo por el cual los
meristemos muestran una mayor sensibilidad al estrés 4cido, podria ser que la H'-
ATPasa de membrana plasmatica, estda muy poco expresada en estos tejidos (Parets-
Soler et al., 1990).

A continuacion se discuten los distintos ensayos realizados en el presente
trabajo, para tratar de determinar el mecanismo por el cual el mutante watl-1D

mantiene un pH mas elevado en presencia de 4cido acético.

5.3.1 “Biochemical pH stat” en el mutante watl-1D

En primer lugar, se quiso estudiar uno de los principales mecanismos que se ha
calificado como regulador de la homeostasis de pH a tiempos cortos (Smith y Raven,
1979): la produccidon y consumo de acidos carboxilicos o “biochemical pH stat”
(Davies, 1986). La carboxilacion convierte un acido débil en fuerte (al contrario que la
descarboxilacion), ya que el acido carbdnico (pKa 6.4) es mas débil que los acidos
carboxilicos (pKa de 4 a 5).

Concretamente, se estudio si el mutante wat/-1D, en presencia de acido acético,
consumia sus reservas de malato (normalmente acumulado en vacuola) mas eficazmente
que el control silvestre, y por ello mantenia un pH citos6lico mas elevado. La hipotesis
planteada, consideraba que la mutacion en la adaptina B3, podria provocar un defecto en
el transporte al tonoplasto de la proteina TDT, que media la entrada de malato en
vacuola. En ese caso, en el mutante watl-1D, la entrada de malato en vacuola estaria
reducida, por lo que se acumularia mayoritariamente en el citoplasma, donde estd mas
disponible para ser consumido en caso de producirse una acidificacion intracelular.

Sin embargo, las medidas del contenido en malato, tras tratar con acido acético
durante diferentes tiempos, mostraron que la reduccion del consumo en malato tras el
tratamiento con acético era similar en el mutante y el control silvestre (Figura 4.40). En
consonancia con este resultado, el mutante en el transportador de malato ¢d¢, no resultd
ser mas tolerante a la germinacion en presencia de acido acético. De hecho, el mutante
muestra sensibilidad a la germinacion en presencia de acido acético (Figura 4.41). Este
resultado es coherente con estudios previos realizados en protoplastos con este mutante,
que mostraban que la acidificacion del citosol causada por 4acido benzoico, provoca una
reduccion de la fotosintesis mayor en el mutante ¢dt que en el control (Hurth et al,

2005). Aunque es cierto que la mayoria del malato que posee el mutante se encuentra
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disponible en el citosol, el contenido total en malato es mucho menor en el mutante ¢d¢
que en el control silvestre. Probablemente por este motivo, el mutante muestra una

mayor susceptibilidad frente a la acidificacion intracelular.

5.3.2 “Biophysical pH stat” en el mutante watl-1D

Una vez descartado el consumo de malato como mecanismo para mantener un
pH mas alcalino en presencia de acido acético, se decidid estudiar los mecanismos de
regulacion del pH intracelular basados en el transporte de protones “Biophysical pH

stat”.

A) Compartimentacion de protones en vacuola:

Dado que la mutacion encontrada en la adaptina B3 afecta al transporte de
proteinas al tonoplasto, se quiso comprobar, en primer lugar, la posible implicacion de
este compartimento en el fenotipo del mutante. Se planted como hipdtesis, que en
condiciones de estrés por acido acético, watl-1D acumulara el exceso de protones en la
vacuola, manteniendo, de esta forma, el pH citosélico mas elevado. La mayor
acumulacion de protones en vacuola podria ser consecuencia de un aumento en la
entrada de protones, o de una reduccion en la salida.

A-1: Entrada de protones en vacuola: pirofosfatasa y H' -ATPasa vacuolar

Como se explico en la introduccion, los principales transportadores implicados
en la entrada de protones en la vacuola son las bombas de protones pirofosfatasa (H'-
PPasa, AVPI en A. thaliana) y H'-ATPasa vacuolar. Por ello, se planteé como hipotesis
que la mutacion en la adaptina (33, afectara al transporte de un inhibidor de alguna de
estas dos bombas, de modo que en el mutante wat/-1D, la bomba estaria mas activa
(por la ausencia de su inhibidor), y los protones en exceso se acumularian en la vacuola
mas eficazmente que en el control.

Para comprobar esta hipotesis, se analizaron los fenotipos de lineas transgénicas
sobreexpresando la pirofosfatasa vacuolar (AVPI1). Si el mutante watl-1D, acumula
mas protones en vacuola, los fenotipos de estas lineas transgénicas, deberian ser
similares a los del mutante. La Figura 4.42 muestra que estas plantas son capaces de
germinar y abrir los cotiledones antes que el control en presencia de acido acético si
bien su tolerancia es menor que la mostrada por el mutante wat/-1D. Este resultado era

esperable, considerando que estas lineas transgénicas no solo introducen mas protones
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en vacuola, sino que presentan un incremento en la cantidad de H'-ATPasa de
membrana plasmatica (Li et al., 2005).

Con respecto a los demds fenotipos, esta linea transgénica, al igual que el
mutante watl-1D, muestra mayor tolerancia a sodio, pero es mas sensible a litio y
medio con potasio limitante (Figura 4.43). Probablemente, la mayor entrada de protones
en vacuola, provoque una cierta hiperpolarizacion de la membrana vacuolar,
disminuyendo la toma de cationes toxicos como el litio. Este cation, se acumularia en el
citosol, donde su toxicidad es mayor, por este motivo las lineas transgénicas muestran
sensibilidad a litio. El sodio, sin embargo, entra en vacuola mediante los antiportadores
NHX, que sacan protones e introducen sodio (o potasio). Por lo tanto, una mayor
entrada de protones en vacuola activaria de manera indirecta al antiportador, de modo
que se acumularia mas sodio en vacuola, donde resulta menos toxico. Este resultado es
consistente con la mayor tolerancia a sodio de estas lineas transgénicas, descrita
previamente por Gaxiola y colaboradores (2001). En relacion al potasio, la activacion de
la bomba de protones tiene efectos contrapuestos: por un lado se favoreceria la salida
por un canal (para tratar de compensar la excesiva hiperpolarizacién del tonoplasto), y
por otro, la acidificacion del lumen vacuolar favoreceria la toma de potasio a través de
los antiportadores NHX. Dado que la linea de sobreexpresion de la pirofosfatasa es mas
sensible que el control en medio con potasio limitante, parece que el efecto que
prevalece es el de la entrada de potasio en vacuola, de forma que no esta disponible en
el citosol cuando se requiere, por la limitacion de potasio en el medio. De forma
consistente, se ha descrito que las lineas que sobreexpresan la pirofosfatasa vacuolar
AVP1, poseen un incremento en la toma de cationes (sodio y potasio) en vesiculas de
membrana vacuolar y, consecuentemente, acumulan una mayor cantidad de sodio y
potasio (Gaxiola et al., 2001).

Por otro lado, se estudiaron los fenotipos de un mutante de pérdida de funciéon en
la H'-ATPasa vacuolar (vha-a2 vha-a3 (a2a3)), pero no en las H'-ATPasas de otros
compartimentos endomembrana (TGN, endosomas). En base a la hipotesis propuesta,
este mutante deberia presentar fenotipos contrarios a los del mutante wat/-1D. En
presencia de acido acético, el mutante presenta una ligera sensibilidad (Figura 4.44).
Probablemente, el fenotipo no es mas claro debido a la presencia de la pirofosfatasa, que
es capaz de introducir los protones en vacuola en ausencia de la H'-ATPasa. En
presencia de litio y sodio, los fenotipos son contrarios a los observados en el mutante

watl-1D (Figura 4.45). En principio, la explicacion de estos fenotipos seria, la opuesta a
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la comentada para la sobreexpresion de la pirofosfatasa. Sin embargo, en medio con
potasio limitante, el mutante a2a3, al igual que la sobreexpresion de la pirofosfatasa,
muestra una gran sensibilidad. La reduccién de la actividad de la bomba de protones
reduciria la salida de potasio por un canal y reduciria su entrada en vacuola a través de
los antiportadores NHX. Como se ha comentado anteriormente, el efecto predominante
parece ser el de los antiportadores, de modo que en este mutante la sensibilidad a la
limitacion de potasio se explicaria por su menor acumulacion en vacuola. Es decir, el
mutante carece de las reservas de potasio vacuolares que requeriria para afrontar la
situacion de deficiencia de potasio. Finalmente, la ligera sensibilidad de este mutante
observada en presencia de NaCl, contrasta con la bibliografia, donde se describe que
este mutante no presenta diferencias con respecto al control en su tolerancia a sodio.
Esto podria deberse a que los experimentos realizados por Krebs y colaboradores
(2010), se basan en el crecimiento radicular, aspecto que no se ha considerado en este
trabajo.

Estos resultados indican, en primer lugar, que la entrada de protones en vacuola
es un buen mecanismo para hacer frente a la acidificacion intracelular causada por
acidos débiles, ya que la sobreexpresion de la pirofosfatasa resulta mas tolerante a 4cido
acético, y la pérdida de funcién de la H'-ATPasa vacuolar presenta cierta sensibilidad.
A pesar de ello, éste no parece ser el mecanismo de tolerancia empleado por el mutante
watl-1D, ya que su resistencia a acido acético en estas condiciones es mayor que la
mostrada al sobreexpresar la pirofosfatasa vacuolar. Asimismo, la acumulacion de
cationes en el mutante wat/-1D, muestra que es capaz de acumular mas potasio, al igual
que se ha descrito para las lineas que sobreexpresan AVP1 (Gaxiola et al., 2001), pero
reduce la acumulacion de cloruro sédico, al contrario que lo que sucede en estas lineas
(Figuras 4.53 y 4.55). Por ultimo, no todos los fenotipos del mutante a2a3 son opuestos
a los de watl-1D, por ejemplo, la sensibilidad a bajo potasio observada en el mutante
watl-1D, no se reduce en el mutante en la H-ATPasa vacuolar, sino que se ve
incrementada y el mutante a2a3 no muestra diferencias significativas con el control en
presencia de ABA.

A-2: Salida de protones de la vacuola: antiportadores NHX

Considerando todavia la posibilidad de que wat/-1D, mantenga un pH mas
elevado en condiciones de estrés por acido acético por acumular el exceso de protones
en vacuola, se quiso comprobar el efecto de reducir la salida de protones del interior

vacuolar. El principal sistema, implicado en la salida de protones de la vacuola, son los

206



Discusion

antiportadores NHX. Como ya se ha comentado, estos antiportadores, son capaces de
introducir tanto sodio como potasio en la vacuola, al mismo tiempo que expulsan
protones al citosol. En A. thaliana, NHX1, NHX2, NHX3 y NHX4 se localizan en
vacuola (Rodriguez-Rosales et al., 2009), y los que tienen un mayor nivel de expresion
son NHX1 y NHX2 (Yokoi et al., 2002).

Por tanto, se planteo la hipotesis de que la adaptina B3, afectara al transporte de
un antiportador NHX a vacuola, de modo que los protones liberados en el citosol por el
tratamiento con acido acético, entrarian rapidamente en vacuola, pero verian dificultada
su salida, acumulandose en ese compartimento. Para comprobar esta hipodtesis, se
analiz6 el fenotipo de mutantes simples y el doble mutante en los transportadores NHX1
y NHX2. El ensayo de aparicion de cotiledones en presencia de acido acético, indico
que los mutantes simples y, especialmente, el doble mutante nhx/.3 nhx2.1, son mas
sensibles a la presencia del acido (Figura 4.46). De forma consistente con este resultado,
en trabajos previos realizados en levadura, se observd que mutantes en el antiportador
Nhx1p, eran mas sensibles a la bajada de pH externo y a la acidificacion intracelular
causada por acidos débiles (Brett ef al., 2005). El mutante nhx/ de levadura no sélo
posee un pH vacuolar reducido, sino que también presenta una acidificacion del citosol.
Segtn Brett y colaboradores, este defecto en la homeostasis de pH es lo que provoca la
mayor sensibilidad a la acidificacion que muestra el mutante. Por lo tanto, se descarto

la implicacion de estos antiportadores en el fenotipo del mutante wat/-1D.

B) Expulsion de protones a nivel de la membrana plasmatica:

Una vez descartada la implicacion en el fenotipo del mutante de los principales
transportadores del tonoplasto implicados en la homeostasis de pH, y considerando que,
como se explico anteriormente, una mutacién en la adaptina B3 puede causar la
deslocalizacion de un transportador vacuolar a membrana plasmatica, se quiso
comprobar si el mutante watl-1D, era capaz de expulsar los protones de forma mas
eficaz a nivel de membrana plasmatica, manteniendo, de este modo, un pH mas elevado
en condiciones de estrés por acido acético.

Para ello, en primer lugar, se midi6 la actividad de la H'-ATPasa de la
membrana plasmatica (MP) in vitro. En este ensayo se observo que, sorprendentemente,
en condiciones normales, la actividad de la bomba era menor en el mutante que en el
control (Figura 4.47). En condiciones de estrés por acido acético, se observaba un

incremento en la actividad de la bomba del control, que no se detectaba en el mutante
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watl-1D. Este experimento indica que el acido acético provoca, en el control silvestre,
un incremento en la actividad de la H'-ATPasa de PM, debido a una modificacion
covalente de la misma (como una fosforilacion). Este resultado es consistente con un
estudio realizado recientemente en el que se demuestra como un tratamiento con acidos
débiles (propiodnico y citrico) provoca un incremento en la fosforilacion de la penultima
treonina de la H'-ATPasa de tabaco PMA2 (Bobik et al., 2010), que activa a la bomba.

Dado que este ensayo in vitro sblo refleja incrementos en la actividad de la
bomba debidos a modificaciones covalentes, se quiso realizar la medida de la expulsion
de protones in vivo, mediante dos experimentos: un ensayo con bromocresol purpura, y
un ensayo de medida directa de la acidificacion del medio externo. Ambos
experimentos, mostraron que en condiciones normales no hay diferencia en la actividad
H'-ATPasa del mutante y el control silvestre (Figuras 4.48 y 4.49A). Por lo tanto, la
menor actividad de la H-ATPasa del mutante observada mediante el ensayo in vitro, es
compensada por algiin mecanismo in vivo. Por otro lado, el ensayo de medida de pH
externo, indicd que, en presencia de 1| mM de acido acético, tanto el mutante como el
control aumentan la expulsion de protones, y esta salida de protones es mas eficaz en el
mutante que en el control silvestre (Figura 4.49B). Este resultado indica, que el mutante
watl-1D tiene activada la expulsion de protones, y que esta activacion no se debe a una
modificacion covalente de la H'-ATPasa de membrana plasmética.

La mayor expulsion de protones a través de la membrana plasmatica del
mutante, deberia provocar una hiperpolarizacion de la membrana. Por este motivo, se
realizaron medidas del potencial de membrana del mutante y el control, en condiciones
normales, y en presencia de acido acético. Estas medidas mostraron que ambos
genotipos poseen un potencial de membrana similar en condiciones normales (Figura
4.50). En presencia de acido acético (1 mM), se observa una clara hiperpolarizacion de
la membrana en el caso del control silvestre, como consecuencia de la activacion de la
H'-ATPasa de membrana plasmatica (Figuras 4.47 y 4.49) que provoca el tratamiento
con acido acético (Bobik et al., 2010). Sin embargo, esta hiperpolarizacion es mucho
menor en el caso del mutante wat/-1D. Este resultado indica que en condiciones de
estrés acido el mutante es capaz de compensar, de algin modo, la mayor salida de
protones.

Las medidas de la toma de rubidio (empleado como andlogo del potasio) en
condiciones normales, mostraron que el mutante y el control tomaban rubidio de forma

similar en estas condiciones. Sin embargo, en presencia de acido acético, el mutante
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tomaba rubidio més rapidamente que el control silvestre (Figura 4.51). Por lo tanto, este
ensayo demuestra que la mayor expulsion de protones por el mutante wat/-I1D en
presencia de acido acético, es compensada con una mayor toma de rubidio (potasio) en
estas condiciones, por lo que no se refleja en una hiperpolarizacion de la membrana

plasmatica.

5.3.3 Modelo propuesto (primera parte)

En base a los resultados anteriores, se propone un posible modelo para explicar
la alteracion de la homeostasis de pH en el mutante wat/-1D. Segin el modelo, la
mutacion en la adaptina B3 de A. thaliana, provocaria una deslocalizacion de un
transportador de potasio de la vacuola, a membrana plasmatica.

Este transportador tendria una actividad relativamente baja en condiciones
normales, que no seria suficiente para despolarizar la membrana. Sin embargo, se
activaria en condiciones de bajo pH intracelular (tratamiento con &cido acético),
incrementando la toma de potasio, y provocando una consiguiente despolarizaciéon de la
membrana plasmatica. Como consecuencia de esta despolarizacion, se ve favorecida la
accion de la H'-ATPasa de la PM, que incrementaria la salida de protones, permitiendo
que el pH citosolico se mantenga mas elevado en el mutante que en el control silvestre.

Como se comentd en la introduccion, trabajos previos en levadura han
determinado que la toma de potasio tiene un papel fundamental en la tolerancia a acidos
débiles. De hecho, en S. cerevisiae, se ha visto que el pH intracelular activa la toma de
potasio a través de Trklp (Figura 1.6) (Yenush, 2005 et al., 2005). Aunque en plantas
no se conocen los mecanismos moleculares implicados, si se ha visto que varios canales
de potasio se regulan por pH, como el canal de potasio AKT2 expresado en floema, que
es sensible a bajo pH (Latz et al., 2007), el canal TPK4 presente en el polen (MP), cuya
accion también es inhibida por protones (Becker et al., 2004), o el canal vacuolar TPK1,
cuya apertura se maximiza a un pH ligeramente acido (Gobert et al., 2007).

Concretamente, la apertura del canal TPK1 a pH citosolico (7,5), representa
unicamente un 20 y 30% de su apertura maxima, que se produce a un pH mas acido
(6,7) (Gobert et al., 2007). Por lo tanto, si en el mutante watl-1D, se produjera la
deslocalizacion de este canal a la membrana plasmatica, su accion en la toma de rubidio
(potasio) no seria muy evidente en condiciones normales, pero se incrementaria en

condiciones de estrés acido, tal y como ocurre en el mutante wat/-1D. Por este motivo,
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se sugiere que este transportador podria ser el que se encuentra deslocalizado en el

mutante estudiado.
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Figura 5.1 Modelo del mantenimiento de la homeostasis de pH en presencia de acido acético en el
control silvestre (A), y el mutante watl-1D. A) Un tratamiento con acido acético provoca, en plantulas
del control silvestre, una bajada del pH citosélico (1). Esta reduccion del pH activa a la H'-ATPasa (2),
que expulsa los protones al exterior celular, provocando la hiperpolarizaciéon de la membrana plasmatica
(3), que inhibe la accion de la H'-ATPasa (4). B) En el mutante watl-1D, se ha producido la
deslocalizacion de un canal de potasio (activado por pH acido) a membrana plasmatica. Un tratamiento
con acido acético provoca, en plantulas del mutante, la entrada de protones al citosol (1). Estos protones
activan, por un lado a la H'-ATPasa de membrana, y por otro al canal de potasio (2), por lo que se
despolariza la membrana, activando a la H'-ATPasa (4). De este modo, en el mutante, es posible la salida

continuada de protones sin que se produzca una hiperpolarizacion excesiva de la PM.

5.4 Homeostasis de otros cationes monovalentes

5.4.1 Homeostasis de sodio, litio, y potasio en el mutante watl-1D

Dada la relacion existente entre la homeostasis de pH, y la homeostasis de otros
cationes monovalentes, en el presente trabajo, se quiso analizar el fenotipo del mutante
watl-1D, en medio con potasio limitante, asi como en presencia de litio y sodio.
Asimismo, se midid la toma y acumulacion de estos cationes en el mutante y el control
silvestre. La entrada de cationes en la planta, puede interpretarse asumiendo tres etapas.
En la primera etapa (=0-30 min), el componente principal seria la entrada de los
cationes en el citoplasma de las raices. Aproximadamente a partir de los 30 minutos
hasta las 2 horas, predominaria la entrada de cationes en vacuola. Por tultimo, las
medidas de acumulacion tras dos dias de tratamiento, mostrarian principalmente la

salida de los cationes al xilema y su subida a la parte aérea.
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Los resultados de esos ensayos muestran que el mutante es mas sensible a la
germinacion y crecimiento en presencia de cloruro de litio (Figuras 4.7, 4.18-4.20), a
pesar de que la acumulacion de este catiéon es menor en el mutante que en el control
silvestre (Figura 4.54). Bueso y colaboradores (2007), determinaron que el litio induce
la sintesis de etileno. Sin embargo, se ha comprobado, que la mayor sensibilidad al
cloruro de litio de watl-1D, no se debe a una mayor sensibilidad a esta hormona
inhibidora del crecimiento (Figura 4.10). En relacion al sodio, el mutante es mas
tolerante a la germinacion y crecimiento en presencia de cloruro sodico (Figuras 4.8 y
4.21), y acumula una menor cantidad de este cation toxico. Por ultimo, el mutante
muestra mayor sensibilidad a la germinacion y crecimiento en medio con bajo potasio
(Figuras 4.9 y 4.15). La toma de rubidio en condiciones normales, es similar en el
mutante y el control. Sin embargo, la acumulacidon de potasio es mayor en el mutante
(Figura 4.55).

La mayor acumulacion de potasio por el mutante watl-1D, podria explicar la
reduccion en la acumulacion de cationes toxicos, por diferentes motivos, que de detallan
a continuacion.

En primer lugar, el mutante podria tener activada la toma de potasio en la PM, lo
que provocaria una despolarizacion de la misma y una reduccion en la toma de cationes
toxicos. Sin embargo, la medida del potencial de membrana del mutante y control
mostraron que el potencial en condiciones normales es similar en ambos genotipos
(Figura 4.50). Ademas, la toma de rubidio a tiempos cortos (1-30 min) no es mayor en
el mutante, y tampoco se observa una reduccion de la velocidad de toma a tiempos
cortos, de sodio o litio.

Una segunda opcidn es que el mutante tuviera incrementada la salida de potasio
de las células del parénquima del xilema y, por tanto, la carga de potasio en el xilema.
En ese caso, el potasio tomado por la raiz, se translocaria a la parte aérea muy
eficazmente, promoviendo de nuevo la toma de potasio por la raiz y provocando,
finalmente, una mayor acumulacion de potasio en la planta, y especialmente en la parte
aérea. Por otra parte, tal y como describen en Alejandro y colaboradores (2007), el
aumento de la salida de potasio de las células del parénquima del xilema, provocaria
una hiperpolarizacion de la membrana plasmatica de estas células, que dificultaria la
salida de cationes toxicos como sodio o litio, y su consecuente carga en el xilema. Al

reducir la carga al xilema de los cationes toxicos, se veria también reducida su toma y
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acumulacion global. De este modo, se explicaria que la acumulacion de potasio fuera
mayor, pero la de litio y sodio estuviera reducida.

Las medidas de acumulacion de potasio por separado en raiz y parte aérea,
muestran que el mutante wat/-1D posee un mayor contenido en potasio tanto en la raiz
como en la parte aérea (Figura 4.59). El hecho de que el mutante posea un mayor
contenido en potasio que el control en la parte aérea, indica que la carga de potasio al
xilema estd incrementada en el mutante, lo que explica que wat/-/D acumule mas
potasio de forma global, a pesar de que la toma de rubidio (potasio) a tiempos cortos sea
similar. Sin embargo, la mayor carga de potasio al xilema, no es el unico motivo de la
mayor acumulacion de potasio, ya que el contenido en este cation también es mayor en
la raiz.

En el caso del litio y sodio, contrariamente a lo esperado, el contenido en estos
cationes no se ve reducido en la parte aérea de la planta (o muy ligeramente en el caso
del litio), y la menor acumulacioén de estos cationes se produce principalmente a nivel
de la raiz (Figuras 4.57 y 4.58). Estos resultados indican que, aunque la carga de potasio
al xilema esté incrementada, este no es el motivo principal por el que se reduce la toma

de otros cationes tOXicos.

5.4.2 Modelo propuesto (segunda parte)

En base a los resultados anteriores, y considerando el modelo propuesto en
relaciéon a la homeostasis de pH en el mutante watl-1D, se propone el siguiente
“modelo ampliado” para explicar los distintos fenotipos del mutante.

Segin el modelo, la mutaciéon en la adaptina B3 en el mutante watl-ID,
provocaria la deslocalizacién de un transportador vacuolar de salida de potasio que
pasaria a estar en la membrana plasmatica. Esta deslocalizacion ocurriria tanto en las
células de la epidermis radicular como en las células del parénquima del xilema (células
de la estela). El transportador afectado deberia ser un canal con regulacion (“gating”)
independiente de voltaje, para poder actuar con valores de potencial de membrana
diferentes. De este modo, en las células de la epidermis donde la diferencia de potencial
es elevada (aproximadamente 120 mV), el canal actuaria introduciendo potasio,
mientras que en las células de la estela, donde el potencial es mas reducido (unos 60
mYV), actuaria sacando el potasio al apoplasto, donde su concentracién es menor. Una

vez en el apoplasto, el potasio se cargaria por difusion en el xilema.
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En condiciones normales, la actividad del transportador en la PM de la epidermis
no seria suficientemente como para causar una despolarizacion de la PM. Sin embargo,
en las células del parénquima del xilema, la actividad seria suficiente para producir un
incremento en la carga de potasio al xilema. Esto hace que se demande constantemente
potasio, y la acumulacion del mutante sea, finalmente, mayor en el mutante que en el

control, aunque la toma a tiempos cortos no se vea afectada (Figura 5.2).
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Figura 5.2: Esquema mostrando la deslocalizacién de un transportador de potasio vacuolar a la PM
de células epidérmicas y células de la estela. A) La flecha azul representa el transportador de potasio
vacuolar. B) Un pH bajo activa al transportador deslocalizado e incrementa la toma de potasio a nivel de
la epidermis. En las células de la estela, la presencia del transportador de potasio hiperpolariza la
membrana, e incrementa la subida de potasio a la parte aérea por el xilema. (La subida de cationes toxicos

se veria reducida).

En relacién a la homeostasis de pH, como se ha discutido en el apartado anterior,
en condiciones de estrés por acido acético, el transportador de potasio localizado en la
membrana plasmatica de la epidermis radicular, se activaria, incrementando la toma de
potasio y la expulsion de protones. Por este motivo, el mutante wat/-1D es capaz de
mantener un pH mas elevado en estas condiciones (Figura 5.2).

Por otro lado, la deslocalizacioén de este canal a membrana plasmatica haria que
disminuyera su presencia en el tonoplasto, por lo que se dificultaria la salida de potasio
de la vacuola. Este hecho contribuiria a la mayor acumulacioén de potasio que se observa
en el mutante. Asimismo, explicaria por qué el mutante es mas sensible al crecimiento
en bajo potasio que el control silvestre (Figuras 4.9 y 4.15), a pesar de acumular mas
potasio. Posiblemente, cuando el medio tiene una cantidad de potasio limitante, las

plantas son capaces de crecer no solo por tomar el potasio del medio externo (Pyo ef al.,
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2010), sino también porque emplean las reservas de potasio almacenadas en vacuola. De
modo que, en el mutante watl-1D, en el que se dificulta la salida de potasio de la
vacuola, el crecimiento en estas condiciones se ve afectado. En este sentido, se ha visto
que el crecimiento de un mutante de pérdida de funcidon en el canal vacuolar TPK se
reduce tanto en condiciones de alto potasio externo, como en condiciones de potasio
limitante (10 uM) (Gobert et al., 2007).

Por otra parte, la reduccion en la salida de potasio vacuolar, provocaria una
cierta hiperpolarizacion del tonoplasto, que dificultaria la entrada de cationes toxicos
como el litio (o la norespermidina). Al entrar menos cationes toxicos en vacuola, se
acumulan en el citosol, y se reduce la toma de los mismos. De este modo, la
acumulacion de cationes toxicos seria menor, pero estarian localizados en el citosol,
donde su toxicidad es mayor (Figura 5.3). Por este motivo, el mutante es mas sensible a
cationes toxicos como norespermidina y litio, a pesar de acumular una menor cantidad
de LiCl. En relacion a este aspecto, se ha visto que lineas transgénicas sobreexpresando
el antiportador vacuolar NHX1, son mas tolerantes a sodio, por compartimentalizarlo en
vacuola, a pesar de acumular una mayor cantidad de este catiéon (Apse et al., 1999), al
igual que se ha descrito para las lineas transgénicas de sobreexpresion de AVP1
(Gaxiola et al., 2001). Con respecto a la sensibilidad a litio mostrada por el mutante
watl-1D, también es importante considerar que mutantes de levadura implicados en el
trafico vesicular, son sensibles a litio. Concretamente los mutantes de pérdida de
funcion de proteinas Vps (“Vacuolar Protein Sorting”) de levadura, muestran mayor
sensibilidad a este cation toxico (Bowers et al., 2004). Teniendo esto en cuenta, puede
ser que la mutacion en la adaptina B3 de 4. thaliana que presenta el mutante watl-1D,
le confiera, en parte, su especial sensibilidad a litio.

Por otro lado, la hiperpolarizacion de la membrana vacuolar, también podria
afectar, de un modo indirecto a la toma de sodio a través de los antiportadores NHX. Un
aumento en el potencial de membrana, reduciria la actividad de la H'-ATPasa vacuolar,
por lo que disminuiria la entrada de protones en la vacuola. Esto podria afectar de forma
indirecta a los antiportadores NHX, que reducirian la expulsiéon de protones, y, por
tanto, también la toma de sodio. De este modo, el sodio quedaria en el citosol y se
reduciria su acumulacién, al igual que ocurria en el caso del litio. Sin embargo, a

diferencia del litio, el sodio presente en el citosol no resulta mas toxico para el mutante.
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Figura 5.3. Efectos de la deslocalizaciéon del transportador vacuolar sobre la acumulaciéon de
cationes toxicos en vacuola. Las flechas azules muestran el transportador de potasio. Las flechas negras
representan los diferentes transportadores de cationes toxicos. A mayor grosor de estas flechas, mayor
cantidad de cationes tranportados. A) En condiciones de estrés por cationes toxicos, estos se acumulan
principalmente en la vacuola, reduciendo la cantidad presente en el citosol, por lo que la toma de loc
cationes toxicos continua. B) La falta del transportador de salida de potasio en la vacuola, provoca cierta
hiperpolarizacion de la membrana, que dificulta la entrada de cationes toxicos a la vacuola (ver texto), y
favorece su salida. La menor acumulacion de Li". A pesar de acumular una menor cantidad, estos

cationes resultan mas toxicos en el citosol que en la vacuola.

La tolerancia a cloruro sédico que muestra el mutante se explicaria, por su
mayor tolerancia al estrés osmotico, que podria deberse a dos factores: En primer lugar
a la insensibilidad parcial que muestra el mutante a la inhibicién del crecimiento
mediada por ABA durante la germinacion y crecimiento de la plantula (Figuras 4.8,
4.16). Por otro lado, la mayor acumulacidon de potasio en la planta, podria facilitar la
toma de agua por el mutante wat/-1D en condiciones de estrés osmotico, actuando
como un osmolito. Ambos factores contribuirian a incrementar la tolerancia del
mutante frente al estrés osmatico, y por tanto, frente a cloruro sddico.

En base a lo explicado, el transportador de potasio que se encuentra
deslocalizado en el mutante wat/-1D, debe ser un canal vacuolar, con regulacion
insensible a voltaje, y que se exprese tanto en la epidermis como en las cé€lulas de la
estela. El canal podria mediar la toma de potasio tanto en el rango de baja afinidad,
como en el rango de alta afinidad (Figura 4.56), y su actividad debe ser estimulada por
una bajada del pH intracelular. Un posible candidato seria el canal de potasio
independiente de voltaje TPK1. Como ya se ha indicado, este canal se activa por una
bajada del pH intracelular y es capaz de mediar la salida de potasio de la vacuola

(Gobert et al., 2007). TPK1 se expresa en diferentes tejidos celulares, incluyendo el
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embrion, la raiz y los hipocotilos de plantulas jovenes, los tejidos vasculares de hojas y
raiz, las células del mesofilo y células oclusivas en las hojas y las anteras (Czempinski
et al., 2002). Al igual que el canal TPKI, existen otros canales de la misma familia
localizados en vacuola: TPK2, TPK3 y TPKS5 (Voelker et al, 2006) que podrian
considerarse candidatos, aunque de todos los miembros de la familia, TPK1 posee el
mayor nivel de expresion. Por otro lado, el canal TPC1, también se localiza en vacuola
y puede mediar el transporte de potasio, pero es un canal poco selectivo que también es
capaz de transportar sodio, amonio, calcio y magnesio. Por lo tanto, es mas probable
que el canal deslocalizado pertenezca a la familia de canales TPKs.

Finalmente, conviene recordar que la sobreexpresion de la pirofosfatasa
vacuolar, tenia fenotipos muy parecidos a los del mutante wat/-1D, probablemente
porque el efecto de una mayor acumulacion de protones es causar una hiperpolarizacion

de la membrana, algo similar a lo que ocurre si se evita la salida de potasio de la

vacuola.
5.5 El acido abscisico y la homeostasis de cationes
monovalentes

5.5.1 Comportamiento en presencia de ABA del mutante watl-1D

Ademas de una alteracion en la homeostasis de pH y de otros cationes
monovalentes, el mutante wat/-1D aislado en el presente trabajo, muestra una respuesta
a ABA alterada.

Por un lado, el mutante es capaz de germinar y desarrollar cotiledones de forma
mas eficaz en presencia de ABA (Figura 4.8). Del mismo modo, las plantulas del
mutante muestran cierta insensibilidad a la inhibicion del crecimiento mediada por esta
hormona (Figuras 4.16). Sin embargo, la pérdida de peso por transpiracion, es
semejante en el mutante y el control silvestre (Figura 4.22). Por lo tanto, wati-1D
muestra cierta insensibilidad a los efectos del ABA relacionados con la inhibicion del
crecimiento, pero no se ve afectado en la regulacion de la apertura y cierre de estomas.
Este resultado no es sorprendente, considerando la complejidad de la ruta de
sefalizacion por ABA, en la que intervienen numerosas proteinas quinasas y fosfatasas,
con funciones solo parcialmente redundantes. De hecho, se han descrito mutantes

alterados fuertemente en la respuesta a abscisico en germinacion, pero no en la apertura
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y cierre de estomas ni en la regulacion de la expresion génica mediada por ABA, como
el doble mutante en las quinasas SnRK2.2 SnRK2.3, reguladores positivos de la
respuesta a ABA (Fujii et al., 2007).

El motivo por el cual el mutante watl/-1D es parcialmente insensible a la
inhibicién del crecimiento y la germinacion mediada por acido abscisico se discutird
mas adelante. Sin embargo, es interesante destacar que varios mutantes afectados en la
homeostasis de cationes muestran también alteraciones en su sensibilidad al acido
abscicico. Por ejemplo, el mutante par3-1D tolerante a norespermidina, es mas sensible
a la germinacién en presencia de acido abscisico (Alejandro y colaboradores, resultados
no publicados). Por otro lado, algunos trabajos relacionan proteinas implicadas en la
sefalizacion por abscicico, con la regulacion de la homeostasis de cationes. En primer
lugar, se ha visto que la proteina fosfatasa 2C ABI2, interacciona con SOS2 (Ohta et al.,
2003), lo que podria significar que ABA regula la homeostasis de cationes a través de la
ruta SOS. Asimismo, se ha descrito que la proteinas fosfatasa PP2CA, interacciona con
el canal de potasio, presente mayoritariamente en floema, AKT2 (Chérel ef al., 2002).
Por ultimo, se ha establecido que la regulacion del canal de toma de potasio AKT1 esté
mediada por proteinas quinasas de la familia SnRK3s/CIPKs y por la proteina fosfatasa
de tipo 2C AIP1. En respuesta a bajo potasio, las quinasas CIPK23, CIPK6 y CIPK16
son capaces de activar el canal AKT1, mientras que la fosfatasa AIP reduce su actividad
(Lee et al., 2007b). Todos estos trabajos indican que seria posible la existencia de una

conexion entre la sefializacion por ABA y la homeostasis de cationes.

5.5.2 El acido acético induce la sintesis de ABA

Para tratar de profundizar méas en la relacion existente entre el ABA, la
homeostasis de pH, y la homeostasis de cationes, se quiso estudiar el fenotipo en
presencia de acido acético de mutantes alterados en la biosintesis o sefalizacion de
ABA. En ensayos de aparicion de cotiledones en medio con acido acético, se observod
que el mutante aba2-11, deficiente en la sintesis de ABA, muestra un mejor fenotipo
que el control silvestre. Del mismo modo, la linea transgénica insensible a ABA que
sobreexpresa la proteina fosfatasa 2C HABI1, es mas tolerante al 4cido acético en estas
condiciones. Sin embargo, los mutantes en las PP2Cs habl-1, abil-2 y el doble mutante

habl-1 abil-2 son mas sensibles al estrés por acido acético (Figura 4.60).
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En base a estos resultados, se quiso comprobar, si el acido acético provoca un
incremento en el ABA enddgeno. En la Figuras 4.61 y 4.62 se observa como,
efectivamente, la presencia de &cido acético (durante la germinacion, o en un
tratamiento de 24 horas), produce un incremento en la sintesis de ABA. Estos
resultados, sugieren que la inhibicion de la germinacion y el crecimiento inducida por

acido acético, estd mediada, al menos parcialmente, por la sintesis de ABA.

5.5.3 Modelo para la inhibicion de la germinacion y crecimiento

mediado por ABA

Los mecanismos moleculares de accion del ABA, han sido muy bien estudiados
en las células oclusivas de los estomas. En estas células, el ABA promueve el cierre de
estomas, e inhibe su apertura (Sirichandra et al., 2009a). Aunque intervienen muchos
otros factores reguladores como el H,O, o las variaciones en el calcio intracelular, de
forma muy simplificada puede considerarse que en el cierre de estomas, el ABA actaa
activando los canales de salida de aniones de tipo R y de tipo S (como el canal SLAC).
De este modo, se produce una despolarizacion de la membrana plasmatica que activa la
salida de potasio de la célula a través de canales, como GORK. Por otra parte, la
apertura de estomas ocurre como consecuencia de una activacion de las H -ATPasas de
PM. Como consecuencia de esta activacion, se produce una hiperpolarizacion de la PM,
que promueve la toma de potasio a través de los IRKs, como KAT1 o KAT2. El ABA
es capaz de evitar la apertura estomatica inhibiendo la activacion de la bomba de
protones, y la entrada de potasio a través de los IRKs (revisado en Kim et al., 2010). De
hecho, el ABA provoca aproximadamente una reduccion del 60-65% en la induccion de
la actividad de la bomba de protones H'-ATPasa inducida por luz azul en células
oclusivas de Vicia faba (Zhang et al., 2004) y A. thaliana (Roelfsema et al., 1998).
Ademas, dos mutantes dominantes en el locus ost 2, que presentan una activacion
constitutiva de la bomba de protones AHA1, mantienen sus estomas abiertos en
presencia de ABA (Merlot et al., 2007).

Considerando, el papel del 4cido abscisico regulando la bomba de protones de
PM vy los canales de iones durante la apertura y cierre de estomas, seria posible que esta
hormona participara también en la regulacion del transporte de iones en otros tejidos
celulares. Por lo tanto, se propone un modelo para la inhibicion de la germinacion y

crecimiento mediado por ABA, basado en la regulacion del transporte de cationes. Por
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supuesto, este modelo es adicional a los mecanismos ya conocidos de actuacion del
ABA, como su efecto como antagonista de las GAs (Lovegrove y Hooley, 2000;
Piskurewicz et al., 2008; Piskurewicz et al., 2009).

Segun el modelo propuesto, el ABA sintetizado en respuesta a estrés osmotico
(sequia, salinidad, frio), inhibiria la toma de potasio (por ejemplo por el canal AKT1)
por la raiz, y la actividad de la bomba de protones H'-ATPasa de PM (genes AHA). La
inhibicion de estos dos sistemas de transporte, provocaria una acidificacion intracelular.
Considerando los datos obtenidos en el presente trabajo que indican que el acido acetico
induce la sintesis de abscisico, se propone que esta acidificacion, similar a la provocada
por el acido acético, seria capaz de inducir la sintesis de ABA, retroalimentando asi el
sistema (Figura 5.4). Dado que tanto la acidificacion del apoplasto, mediada por la
expulsion de protones, como la entrada de potasio son esenciales para el crecimiento
celular (Cosgrove 1997), la inhibicion, mediada por ABA, de ambos procesos de
transporte, dificultaria la germinacion y/o el crecimiento de las plantulas. Por otro lado,
seria posible que la bajada del pH intracelular causada por el ABA, activara los
mecanismos de inhibicion del crecimiento conocidos del ABA (como evitar la
movilizacion de reservas de las semillas). Es decir, el pH podria actuar también como

segundo mensajero del ABA en estas circunstancias.

ABA Figura 5.4: Modelo propuesto para la
inhibicion del crecimiento mediada por ABA.
El ABA inhibiria la toma de potasio y la salida
H*ATPasa Toma K* de protones. Esto provoca una reduccion del pH
intracelular que inhibe la germinacion y el
. crecimiento. La bajada de pH intracelular induce
—— lpH citosdlico la sintesis de ABA. El acido acético inhibe el
aceético
crecimiento de forma directa y por provocar una
Inhitcion bajada del pH citosolico (induciendo la sintesis
germinacion y de ABA).
crecimiento

De acuerdo con este modelo, trabajos realizados en el laboratorio del Dr.
Serrano, demuestran que la sequia provoca una reduccion en la actividad de la bomba
de protones H'-ATPasa de la raiz. Ademas, esta reduccion esta mediada por ABA, ya
que no se observa en el mutante aba2-11, deficiente en la sintesis de abscisico, ni en las

lineas insensibles a abscisico 35S:HAB1 (Planes y colaboradores, resultados no
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publicados). Asimismo, se ha comprobado que el mutante ost2-/ (con activacion
constitutiva de la H'-ATPasa de membrana AHA 1) es mas insensible a 4dcido abscisico
que el control, en ensayos de aparicion de cotiledones (Nifoles y colaboradores,
resultados no publicados).

En base a este modelo, podria explicarse la insensibilidad a ABA que muestra el
mutante watl-1D. Si el ABA induce la acidificacion del citosol, el mutante watl-1D,
respondera del mismo modo que en presencia de acético. Se activara el canal de potasio
deslocalizado a membrana plasmadtica, lo que incrementard la toma de potasio y,
consecuentemente, la salida de protones. De este modo la acidificacion, y por tanto la
inhibicion de la germinacion y el crecimiento, serd menor.

Las lineas transgénicas sobreexpresando la pirofosfatasa vacuolar, también
mostraban una mayor insensibilidad al ABA. En base a este modelo, podriamos asumir
que esta insensibilidad es consecuencia de la capacidad de estas lineas transgénicas para
mantener un pH citosolico mas elevado, por introducir el exceso de protones en la
vacuola y tener una mayor cantidad de H'-ATPasa de membrana (Li et al., 2005).

Por lo tanto, aunque seran necesarios trabajos futuros para establecer este
posible modelo, no hay duda de que la presente tesis doctoral abre un amplio campo de
investigacion sobre la posible interaccion entre la sefializacion por ABA y la

homeostasis de pH y de otros cationes.

5.6 Respuesta transcripcional al acido acético

El andlisis transcripcional realizado en la presente tesis doctoral, determind que
1241 genes de A. thaliana varian su expresion de forma significativa en respuesta a
acido acético. De estos genes, 392 incrementan su expresion y 849 se reprimen. Este
resultado indica que el acido acético provoca una importante represion de la expresion
génica, ya que los genes reprimidos son mas del doble que los inducidos. Dado que este
es el primer estudio de la variacion de la expresion génica en respuesta a acidos débiles
realizado en células vegetales, a continuacion se compararan, los resultados de este
trabajo con los resultados de estudios similares realizados en levadura.

El analisis de las categorias sobre-representadas en la lista de genes inducidos en
comparacion con el resto del genoma (Anejo III), muestra que el tratamiento con acido
acético induce genes relacionados con la respuesta a diversos estreses abidticos, como

alta intensidad luminica, alta temperatura, hipoxia, o estrés oxidativo. Este resultado
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sugiere que una bajada de pH intracelular esta provocando una respuesta general a
estrés abidtico. De forma similar, en células de levadura se ha observado que el
tratamiento con diferentes acidos débiles, induce, entre otros, la expresion de los
factores de transcripcion Msn2/Msn4 implicados en la respuesta general a estrés
(Schiiller et al., 2004).

Por otra parte, los diagramas de Venn realizados comparando los genes de A.
thaliana que varian su expresion en respuesta a diferentes estreses abiodticos, con los
afectados por acido acético (Figuras 4.63, 4.65, 4.66), muestran que el tratamiento con
altas temperaturas provoca la respuesta mas similar al tratamiento con 4cido acético. De
hecho, en el anejo V se observa que entre los genes mas inducidos por acido acético, se
encuentran dos factores de transcripcion de respuesta a estrés por calor (HSFA2 y
HSFAS), y varias proteinas con actividad chaperona, tipicas de la respuesta a altas
temperaturas (HSP90.1; HSP23.5-M; HSP101; HSP17.8-CI). Asimismo, se incluye la
proteina FES1A, co-chaperona necesaria para la acciéon de las HSP70. De forma
consistente con estos resultados, se ha visto que un tratamiento con acido acético induce
varias proteinas del tipo HSF y HSP en levadura (Bissoli y colaboradores., resultados
pendientes de publicacion). Estos resultados sugieren que el estrés por acido acético, al
igual que el estrés por alta temperatura y el estrés por alta intensidad luminica, esta
provocando la desnaturalizacion de proteinas, o un problema en el plegamiento de las
mismas. Por ello, se inducen gran nimero de chaperonas del tipo HSP, y los factores de
transcripcion que inducen la expresion de las mismas (HSF). Asimismo, se induce la
expresion de genes que codifican para proteinas chaperonas pertenecientes a otras
familias génicas como ROF2 (peptidil-prolil cis-trans-isomerasa). En relacién a este
aspecto, se ha comprobado que la sobreexpresion en A. thaliana, de este gen y de su
homologo de levadura (FPRI) incrementa la tolerancia de las plantas a acido acético
(Bissoli y colaboradores, resultados pendientes de publicacion).

En trabajos previos realizados en levadura, se ha visto que el tratamiento con
acidos débiles hidrofobicos como soérbico o benzoico, alteran la cadena de transporte
electronico generando radicales superéxido (Piper, 1999). En el caso concreto del acido
acético, se ha descrito que puede inducir muerte celular programada, de forma
dependiente de agua oxigenada (Giannattasio et al., 2005). De forma consistente con
este resultado, la respuesta a estrés oxidativo aparece sobre-representada en la lista de
genes inducidos por acido acético en este trabajo (Anejo III). Asimismo, entre los genes

mas inducidos se incluyen genes relacionados con la respuesta antioxidante (Anejo V),
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aunque también aparecen tres tioredoxinas entre los genes reprimidos (Anejo VI).
Ademas, el resultado del diagrama de Venn realizado comparando los genes inducidos
en respuesta a acido acético, con los inducidos por metil-viologén (estrés oxidativo),
indica que la coincidencia entre la respuesta a ambos estreses es practicamente
inexistente. Este resultado puede deberse a que en el trabajo con metil-viologen se
obtuvieron relativamente pocos genes con variacioén en su expresion. Por otro lado, el
tratamiento realizado en el presente trabajo, probablemente no sea suficiente como para
inducir muerte celular programada. En cualquier caso, dado que algunos de los
resultados obtenidos son contradictorios, seran necesarios estudios posteriores para
determinar si, al igual que en levadura, el tratamiento con acido acético provoca estrés
oxidativo en A. thaliana.

Entre los genes que muestran mayor induccion en este trabajo (Anejo V), se
encuentran varios transportadores. Concretamente, se inducen genes que codifican para
simportadores de toma de nutrientes con protones (SELI, PHT1 y PHT2), un canal de
amonio (AMT1.2), y dos transportadores de tipo ABC (ABCG22 y PGP12). En células
de levadura, la acidificacion intracelular inhibe los simportadores de entrada de un
sustrato con protones, y los antiportadores que median la salida de un sustrato de forma
simultanea a la entrada de protones (Serrano, 1991). En base a los resultados obtenidos
en este trabajo, cabe esperar que de forma similar a lo que ocurre en levadura, una
bajada del pH citosolico inhiba la entrada de nutrientes mediada por co-transporte con
protones en A. thaliana. Por este motivo, varios simportadores de toma de nutrientes
ven incrementada su expresion en respuesta a acido acético.

Por otro lado, las categorias de “transporte de antibidticos” y “transporte de
tetraciclina” (dentro de la categoria “drug transport’) aparecen sobre-representadas
entre los genes inducidos de este trabajo (Anejo III). Asimismo, trabajos previos en
levadura, han demostrado la importancia de varios transportadores “multidrug
resistance” (de tipo ABC o antiportadores droga/protén) en la tolerancia a acido acético.
Concretamente, un tratamiento con acidos débiles, aumenta la expresion de
antiportadores “multidrug resistance” como TPO2 y TPO3, mediada por el factor de
transcripcion Haalp (Fernandes et al., 2005). La mutacion del gen TPO3, incrementa la
sensibilidad de la levadura a acético, lo que correlaciona con una mayor acumulacion
del acido en las células tratadas (Fernandes et al., 2005). De forma similar, el
transportador de tipo ABC Pdrl2p, regulado por el factor de transcripcion Warlp

(Schiiller et al., 2004), media la salida de acidos organicos de las células de levadura y
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se requiere para la tolerancia a la acidificacion intracelular causada por estos acidos
(Piper et al., 1998). Los transportadores de A. thaliana cuyos genes se induciden por
acido acético (ABCG22 y PGP12) (Anejo V) podrian tener funciones similares a los
transportadores sefialados para el caso de levadura. Por lo tanto, los resultados de este
trabajo, sefialan a estos transportadores como posibles candidatos responsables de la
salida del acetato de la célula vegetal.

Por otro lado, en el presente trabajo, se ha comparado la respuesta
transcripcional a acido acético, con la respuesta a una bajada del pH externo (Lager et
al., 2010). Los resultados muestran que la coincidencia entre los genes que varian su
expresion por ambos tratamientos, es menor del 10% para los genes inducidos, y menor
del 3% para los reprimidos. Esta baja coincidencia es comprensible, ya que la respuesta
a bajo pH externo se asemeja a la respuesta a auxina y a elicitores de patdogenos, cosa
que no ocurre con el acido acético (Figura 4.64), que, como se mostrd anteriormente,
provoca una respuesta mas similar a otros estreses abidticos.

En relacion a los genes reprimidos, el andlisis de las categorias sobre-
representadas (Anejo IV) y, especialmente, la clasificacion en categorias funcionales de
los genes reprimidos mas de 4 veces (Anejo VI), muestra que gran parte de estos genes
participan en el metabolismo celular. Este resultado y el hecho de que la mayoria de
genes que varian la expresion en presencia de acido acético se repriman, sugiere que el
tratamiento con acido acético provoca una reduccion del metabolismo celular, que
podria ser la causa de la inhibicion del crecimiento observada en presencia del acido.
Esta parada del metabolismo ocurre, probablemente, para permitir la adaptacion de la
célula a la nueva situacion de estrés. Prueba de que la célula estd remodelando su
programa de crecimiento en respuesta al estrés, es la cantidad de factores de
transcripcion cuya expresion se ve afectada por el tratamiento, tanto inducidos (Anejo
V) como reprimidos (Anejo VI).

Por ultimo, la comparacién realizada entre los genes reprimidos por acido
acético y los reprimidos por otros estreses abioticos en A. thaliana (Figura 4.66),
muestra que la represion génica que se produce en respuesta a diferentes estreses, es
mas variable que la induccion. Sin embargo, este analisis sigue la misma tendencia que
el de los genes inducidos, mostrando que el estrés mas semejante al tratamiento con
acido acético seria el estrés por alta temperatura, seguido del estrés osmotico, y

finalmente el estrés por bajo pH externo.
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Conclusiones

1-El rastreo genético realizado ha permitido aislar y caracterizar un mutante
tolerante a acidos débiles durante la germinacion y el establecimiento de la plantula, que
se ha denominado watl-1D (“weak acid tolerantl ” alelo 1-Dominante).

2-La caracterizacion fenotipica del mutante indico que las plantulas de watl-1D
no muestran un mejor fenotipo en presencia de acido acético, una vez germinadas. Sin
embargo, son capaces de mantener un pH citosolico mas elevado que el control durante
un tratamiento con acido acético. Por otro lado, se ha determinado que el mutante es
sensible a cationes toxicos, como el litio, pero es mas tolerante al estrés osmotico. Por
ultimo, el crecimiento del mutante se ve reducido en medio con potasio limitante.

3-La caracterizacion genética establecié que watl-1D, es un mutante dominante
negativo, cuyos fenotipos se deben a la expresion de una version truncada del gen
At3g55480 (WATI) que codifica para la adaptina B del complejo adaptador AP-3
(WAT1). Lineas transgénicas antisentido para dicho gen muestran los mismos fenotipos
que el mutante watl-1D.

4-El gen WATI presenta dos formas de “splicing” alternativo y se expresa de
forma ubicua en diferentes partes y tejidos de la planta, asi como en diversos estadios
del desarrollo. Su expresion no sufre grandes variaciones en respuesta a estimulos
externos.

5-El analisis bioinformatico de la proteina WAT1 indica que las proteinas de 4.
thaliana més similares, son las adaptinas [ del resto de complejos adaptadores. Sin
embargo, la identidad de secuencia con la mas semejante no supera el 20%. Por otra
parte, se ha identificado una posible “caja clatrina” en la region “hinge” de la adaptina
B3, que podria ser responsable de su interaccion con clatrina.

6-En condiciones normales, el pH y el potencial de membrana del mutante wat!-
1D es similar al del control, pero en condiciones de estrés por acido acético la bajada
del pH citosolico y la hiperpolarizacion de la PM, es mucho menor en el caso del
mutante. El mutante wat/-1D es capaz de mantener un pH citos6lico mas elevado, en
presencia de acido acético, porque expulsa el exceso de protones al exterior celular de
forma mas eficaz que el control silvestre. Su mayor eficacia radica en su capacidad para
evitar la hiperpolarizacion de la PM, ya que en condiciones de estrés acido, el mutante
activa la toma de potasio, provocando la despolarizacion de la membrana necesaria para
una mejor actuacion de la bomba.

7-El mutante watl-1D presenta no so6lo una alteracion en la homeostasis de pH,

sin6 también en la homeostasis de otros cationes monovalentes, ya que acumula mas
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potasio, pero menos litio y menos sodio. La mayor acumulaciéon de potasio ocurre tanto
en raiz como en parte aérea, pero el menor contenido en sodio y litio se observa,
principalmente, a nivel de la raiz.

8-Se plantea un posible modelo para explicar la alteracion de la homeostasis de
cationes monovalentes del mutante wat/-1D. Segun este modelo, la mutacién en la
adaptina B3, provocaria una deslocalizacion a membrana plasmatica de un canal
vacuolar de potasio, tanto en células de la epidermis como en células de la estela.

El canal de potasio deslocalizado a la PM de células epidérmicas se activaria por
una reduccion del pH intracelular (tratamiento con acido acético), incrementando la
toma de potasio, lo que activaria la salida de protones, tal y como se ha explicado
anteriormente.

La deslocalizacion de este canal, causaria la mayor acumulacién de potasio en el
mutante, ya que por un lado, se aumentaria la subida de potasio a la parte aérea, y por
otro se reduciria la salida de potasio de la vacuola. En medio con potasio limitante, el
crecimiento del mutante se inhibe, probablemente porque no es capaz de utilizar las
reservas de potasio de la vacuola eficazmente.

La reduccion en la salida de potasio de la vacuola incrementaria el potencial de
membrana del tonoplasto, reduciendo la toma de litio, y de forma indirecta la toma de
sodio (e incrementando su salida). La menor acumulacion de estos cationes en vacuola,
hace que se reduzca su contenido global. Sin embargo, estos cationes resultan mas
toxicos en el citosol.

La acumulacién de litio en el citosol, contribuye a la sensibilidad que muestra el
mutante a este catidon. Asimismo, esta sensibilidad a litio se ha observado en mutantes
de levadura afectados en el trafico vesicular, por lo que la mutacién en la adaptina 3,
también puede contribuir a este fenotipo.

La tolerancia a sodio del mutante, se explicaria por su mayor resistencia a estrés
osmotico debida, en primer lugar, a su insensibilidad parcial a la inhibicion del
crecimiento provocada por el acido abscisico, y en segundo lugar, porque watl-1D
acumula mas potasio, lo que facilita la toma de agua por la raiz, y el mantenimiento de
la turgencia.

9-La inhibicion del crecimiento provocada por el acido acético ocurre, al menos
parcialmente, a través de la sintesis de ABA. De hecho, mutantes deficientes en la

sintesis de ABA o insensibles a ABA son mas tolerantes a la germinacion en presencia
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de acido acético, mientras que los mutantes hipersensibles resultan mas sensibles a
acido acético.

10-Se plantea un modelo para la actuacion del ABA inhibiendo el crecimiento
celular, basado en su accion conocida en las células oclusivas. Segin este modelo, el
ABA inhibiria a toma de potasio (canal AKT1) y la salida de protones a través de la PM
(H'-ATPasas; genes AHAs). Esto provocaria una bajada del pH intracelular, que
causaria la inhibicion del crecimiento. Este mecanismo se retroalimentaria, ya que la
reduccion del pH intracelular activa la sintesis de ABA.

12-Los resultados del rastreo genético llevado a cabo en la presente tesis
doctoral, ponen de manifiesto que la estrecha relacion existente entre la homeostasis de
pH y la de potasio en células de levadura, se mantiene en organismos vegetales. De
hecho, se establece que la toma de potasio es un proceso esencial, para la tolerancia a la
bajada de pH intracelular en células de A. thaliana. Asimismo, queda patente que la
alteracion de la homeostasis de un cation (en este caso H') afecta a la homeostasis de
otros cationes monovalentes como litio, sodio o potasio. Por ultimo, abre un campo
novedoso de investigacion sobre la posible implicacion de los transportadores de
potasio y protones en la inhibicion del crecimiento mediada por ABA.

13-La respuesta transcripcional al 4cido acético se basa principalmente en una
represion de la expresion génica, mas que en una induccion.

14-El estrés por acido acético se asemeja al provocado por otros estreses
abiodticos, a diferencia de un tratamiento con bajo pH externo, que induce genes de
respuesta a auxinas y a elicitores de patogenos.

14- Entre los genes inducidos por &cido acético se encuentran varios implicados
en el plegamiento de proteinas (HSPs, HSFs y peptidil prolil cis-trans-isomerasas), lo
que sugiere que este acido débil provoca una alteracion de la estructura de las proteinas.

15- Varios simportadores de toma de nutrientes (SEL1, PHT1, PHT2) se inducen
en presencia de acido acético, lo que sugiere que, al igual que en el caso de levadura,
una bajada del pH citosdlico inhibe a estos simportadores.

16- Los transportadores de tipo ABC-ATPasas ABCG22 y ABCBI12/PGP12,
cuyos gnes se inducen por acido acético, podrian ser posibles candidatos a expulsar el

acetato del interior celular.
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Anejo I: Secuencia de los cebadores empleados en el trabajo.

Cebadores empleados para comprobar la insercion del T-DNA

5°35S (“forward”): ’CAACATGGTGGAGCACGACAZ’
3’358 (“reverse”): 5S> GGGATCTAGATATCACATCA3’

3’BAR (“forward”): 5’GGATCTACCATGAGCCCAGA3’
5’BAR (“reverse”): 5’GAAGTCCAGCTGCCAGAAACY’

Cebador para localizar el T-DNA tras el rescate plasmidico

5’LB: 5’AGATTTCCGAATTAGAATAA3’

Cebadores empleados para la construccion de sondas

At3g55470F: 5’TGGCTGTTGGAATCCTTGAGG3’
At3g55470R: 5’TTGGCTATGCTTCCATCCTCC3’

Sonda 1
At3g55480F1: 5’GTGCAGAGGCTGGTGACTTTC3’
At3g55480R1: 5S>CAGCGGAAACAGAAGTCTCTG?’

Sonda 2
At3g55480F2: 5’CTCCAGGAGTAGTTGGAGCTG3’
At3g55480R2: 5’GCTGCTAGTACAACCGCACTG3’

Cebadores empleados para las PCR diagnosticas

m470-1 LP: 5’AAGTCTGCGTGTTCTTGCTTC3’
m470-1 RP: 5’GCCGTGCAATCAATATCTCAC3’

m470-2LP: 5’>CTGATCAGTGGCAAAGGTCTC3’
m470-2RP: S>’TTTGATTAAAGCCGTGCAATCY’

SAIL_LB2: 5 GCTTCCTATTATATCTTCCCAAATTACCAATACAZS’
SALK LBb1.3: 5’ ATTTTGCCGATTTCGGAACY’

Cebadores empleados en las RT-PCR semicuantitativa

Actina 8F: S’ AGTGGTCGTACAACCGGTATTGT3’
Actina8R: 5’GAGGATAGCATGTGGAAGTGAGAAY’

At3g55470F y At3g55470R (igual que para las sondas)

Cebadores para las construcciones 35S:At3255480 truncado (sentido y antisentido)

480truncado for: 5> ATATCTAGAATGTGGCGTCACAGTCATCG3’
480truncado-STOP rev: 5S’TATGAGCTCTCAGCCCAAGCTATATACY’
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Anejo II: Variacion en la expresion del gen At3g55480 en respuesta a
diferentes estreses, de acuerdo a la base de datos GENEVESTIGATOR.

La parte superior muestra los tratamientos que provocan induccion del gen.

- La parte inferior muestra los tratamientos que reprimen el gen.

\rabidopsis thaliana (experimental) <3
—Cs study 2 (shoot)
—BLH3BO3
—night extension {intermediate)
—night extension {(early)
—nitrate(45mhd) f sucrose(90mh)
—cold stucy 7 (Te)
—cold study 7 (Rsch)
—light study 6 (csn5)
—heat (green)
—norflurazon
—henzothiadiazole (mil4)
—hypoxia study 5 (2h)
—cold study 7 (Nd)
—cold study & (8°C)
—M. incognita (early)
—iron deficiency (LZ3)
—night extension {late)
—cold study 7 (Len)
—cold study 7 (Coi)
—cold study 7 (C24)
—osmotic study 2 (late)
—C02 high
—CacCi2iMaCI2 (1h)
—lincomycin

TR RS AR T T W Wy
—nzohe
=nitrate(0mM) / sucrose(90mm)
—light study 5 (AS-hyg)
—EF-Tu (elf1 8)
—drought (wh)
—P. syringae study 4
—hypoxia study 2 (early)
—FLG22 (4h)
—light study 4 (cli186)
—light{ low CO2
—drought (dor)
—IUV unfiltered max-310nm (8h)
—FLG22 (1h)
—B. graminis (atafl-1)
=blue study 2
—heat study 2 (ws)
—lighttdrought {(aoxt aisalk))
—HrpZ (4h)
—cold study 8 (Caol-0)
—heat study 2 (hsf1/3)
—hypoxia study 2 (late)
—lightidrought (acx! a{s ail))
—P. syringae study 5 (avrRps4)
—zeatin study 2 (Col-0)
—zeatin study 2 (arr1 0-5:arr1 2-1)
—P. svrinoae studv 5 (avrRom1)

o

-
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Arabidopsis thaliana {control)
untreated shoot samples
untreated cell culture samples
untreated rosette samples
untreated rosette samples
nitrate{0mM) / sucrose(30mh)
20"CH18°C treated rosette samples (Te)
20°CH8°C treated rosette samples (Rsch)
dark grown csns seedlings
untreated green tissue samples (early)
untreated seedlings
mock treated rosette tissue samples (mil4)
21% 02 treated root samples (2h)
20°Cr18°C treated rosette samples (Nd)
20°C treated rosette samples (78h)
non-infected root samples (early)
untreated roottip samples (LZ3)
untreated rosette samples
20°CM8°C treated rosette samples (Ler)
20°C18°C treated rosette samples (Coi)
20"CH18"C treated rosette samples (C24)
untreated root samples (late)
untreated leaf samples
H20 treated leaf samples (1h)
untreated seedlings

SUITLI LM A U S g
air treated seedlings

oot samples (N-free/suc-free)
dark grown ASN1:HPT2 seedlings
untreated seedlings (s2-17)
untreated leaf samples (Col)
non-infected leaf samples
untreated seedlings (early)

H20 treated leaf samples (4h)
dark grown cli186 seedlings

dark grown low CO2 treated roselte samples

untreated leaf samples (dar)

seedlings irradiated with 327nm cut-off (6h)

H20 treated leaf samples (1h)
non-infectad rosette laaf samples
low light grown seedlings (Col-0)
untreated leaf samples (ws)
untreated leaf samples (aox1a(salk)
H20 treated leaf samples (4h)

untreated all aerial tissue samples (Col-0)

untreated leaf samples (hsf1/3)
untreated seedlings {1ate)

untreated leaf samples (aoxlasail)
MgCl2 treated leaf samples

solvent treated aerial parts (Col-0)

solvent treated aerial parts (a1 0-5.arr1 2-1)

MoCl2 treated leaf samoles
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Anejo II1: Resultado del analisis FATIGO para los genes inducidos.
Tabla que muestra el porcentaje de genes perteneciente a cada categoria
funcional (GO), “Biological process” en la lista de genes inducidos, y en el resto del
genoma. Se incluye el p-value, que indica que los genes de estas categorias se hayan
sobre-representados de forma significativa en la lista de genes inducidos. Los colores

representan categorias muy relacionadas y/o pertenecientes a diferentes niveles de GO.

Categoria funcional % en % en p-value ajustado
genes inducidos resto del genoma

Respuesta a radiacion (GO 0009314) 397 1,49 0,03857

Respuesta a estimulo luminice 3,97 145 0,03532

(GO 00094106)

Respuesta a infensidad luminica (GO 212 02 0,0005001
0009642}

Respuesta a alta intensiclad luminica (GO 1,85 0,12 0,0002301
0009644)

Respuesta a estimulo de temperatura (GO | 6,61 1,28 3,084e-8
0009266}

Respuesta a calor 5,56 0,32 1.262e-15

(GO 0009408)

Respuesta a un estimulo de carbohidrato 2,65 0,6 0,01548

(GO 0009743)

Respuesta a guitina (GO 0010200} 1,85 0,39 0,04472
Respuesta a hipoxia (GO 0001668) 0,79 0,04 0,03857
3,17 0,88 0,0197
2.38 0,42 0.006771
238 0,34 0,00199
Respuesta a un estimulo hormoenal (GO 0,88 2.80 0,000771
0009725)
Respuesta a toxina (GO0009636) 1,59 0,25 0,03532
Transporte de tetraciclina (GO (015904) 1.06 0.07 0,02224
Transporte de antibidticos (GO 0042891} 1,06 0,07 0,02351
Metabolismo de la D-ribosa (GO 079 004 003857
0006014)
Plegamiento de proteinas 2,91 0.85 0,03532
(GO 0000457)

A continuacién, se incluye un diagrama donde se muestran las categorias
funcionales del “Gene Ontology” (GO), “Biological process”, sobre-representadas en la
lista de genes inducidos, y el p-value de las que resultan significativas. Las categorias se

muestran en diferentes niveles, de mas general (arriba), a mas concreto (abajo).
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Anejo I'V: Resultado del analisis FATIGO para los genes reprimidos.

Tabla que muestra el porcentaje de genes perteneciente a cada categoria funcional (GO),
“Biological process” en la lista de genes reprimidos, y en el resto del genoma. Se
incluye el p-value que indica que los genes de estas categorias se hayan sobre-
representados de forma significativa en la lista de genes reprimidos.

Categoria funcional % en lista de % en el p-value
genes inducidos | resto del genoma ajustado
Metabolismo de compuestos 3,87 1.41 0.03075
aromaticos
Metabolismo de alcoholes 3,87 1,29 0,01325
(GO:0006066)
Biosintesis de enterobactina 1,72 0,24 0,01224
Biosintesis de péptidos 1,72 0,26 0,01325
Respuesta a acido jasmoénico 2,37 0,46 0,01224
(GO:0009753)
Respuesta a herida 2,15 0,52 0,03577
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A continuacidn, se incluye un diagrama donde se muestran las categorias funcionales
del “Gene Ontology” (GO), “Biological process”, sobre-representadas en la lista de
genes reprimidos, y el p-value de las que resultan significativas. Las categorias se
muestran en los diferentes niveles, de mas general (arriba), a més concreto (abajo).
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Anejo V: Tabla genes inducidos por acido acético.

Factor
Locus |induccion Nombre
FACTORES DE TRANSCRIPCION
At2g26150 5,5 Heat shock transcription factor family (HSFA2)
Atlg77570 3,3 Heat shock transcription factor family (HSFAS)
At2g37430 5,7 Zinc finger trancription factor (ZATI11)
At4g01540 3,5 No apical meristem (NAM) family protein (NTM1)
At2g47520 6,7 ERF/AP2 family (B-2 subfamily; HRE2)
Atlg72360 5,3 ERF/AP2family (B-2 subfamily;, HRE1)
At2g40340 4,2 ERF/AP2 family (A2 subfamily;, DREB2C)
PLEGAMIENTO O DEGRADACION DE PROTEINAS

At5g52640 6,1 Heat shock protein, citosolic (HSP90.1)
At5g51440 4,1 Small heat shock protein, mitochondrial (HSP23.5-M)
Atlg74310 3.8 Heat shock protein 101 (HSP101)
Atlg07400 4,1 Heat shock protein, class I (HSP17.8-CI)
At5g48570 5,9 Peptidyl-prolil cis-trans isomerasa/FK506 binding protein (ROF2)
At3g09350 3,5 Hsp70-binding protein; nucleotide exchanger factor (FES1A)

ARABIDOPSIS SKP1-LIKE 11E3 (ASK11)
At4g34210 7,4 Subunit of ubiquitin ligase SCF complex
At5g65450 3.4 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase family protein

TRANSPORTADORES
Atl1g78000 5,2 Sulphate transporter (SEL1)
At5g43370 4 Inorganic phosphate transporter (PHT2)
Atlg61800 3,7 Glucose-6-phosphate/phosphate translocator , chloroplast (GPT2)
At5g43350 3,7 Inorganic phosphate transporter (PHTI1)
Atlg64780 3,5 Ammonium transporter 1, member 2 (AMT1.2)
At5g06530 3,2 ABC transporter family protein (ABCG22)
At1g02530 3,2 ABC transporter, P-glycoprotein 12 (ABCB12/PGP12)
METABOLISMO
At1g05680 7,2 UDP-glucosyl transferasa (F3F20.13)
At4g34131 3,2 UDP-glucosyl transferase (UGT73B3)
At4g34135 3,9 UDP-glucosyl transferase (UGT73B2)
At1g43800 3,5 Acyl-[acyl-carrier-protein] desaturase
At4g37370 3,2 Cytochrome P450 monooxygenase, member of CYP81D
At5g22460 4,5 Esterase/lipase/thioesterase family protein
At3g15650 4,1 Phospholipase/carboxylesterase family protein
DETOXIFICACION Y DEFENSA ANTIOXIDANTE

Atlgl7180 4,4 Glutation S-Transferasa (GSTU25)
At3g22370 4 Alternative oxidase 1a, mitochondrial (A0X1A)
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At4g29670 5,2 Thioredoxin family protein

At5g22140 3,4 Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase family

At2g46740 3,6 FAD-binding domain-containing protein

QUINASAS

At2g26290 4,8 Root specific kinase 1 (ARSKI1)

At4g21410 3,6 Receptor like protein kinase (RLK29)

Atlg51850 3,5 Leucine-rich repeat protein kinase
SENESCENCIA

At2g17850 5,9 Senescence associated protein

At5g47060 4,7 Senescence-associated protein-related

At4gl17670 4.4 Senescence-associated protein-related
MISCELANEQO

At5g48430 7,4 Low similarity to EDGP (extracellular dermal glycoprotein)

At2g18190 5,2 AAA-type ATPase family protein

At3g28210 4,8 Putative zinc finger protein (PMZ/SAPI12)

At3g03270 4,3 Universal stress protein (USP)

At3g11370 4,1 DC1, divergent Cl domain-containing protein

At2g18193 4 AAA-type ATPase family protein

At5g10830 3,8 Embryo-abundant protein

At5g20150 3,7 SPX (SYG1/Pho81/XPR1) domain-containing protein

At2g43120 3,5 Pirin calmodulin binding protein

At4g00080 3.4 Uunfertilized embryo sac 11 (UNE11)

Atlg56150 3,2 Auxin-responsive family protein

At4g08950 3,3 Exordium, response to brassinosteroid stimulus (EXQ)
DESCONOCIDO

At4g08555 4.9

At2g41730 4,7

At5g66985 4,6

At1g23550 2,2

At2g38823 12,9

At4g22280 11,5

At5g40590 8,3

At5g10040 7,6

At4gl12735 5,4

Atlg74870 4.1

At2g32190 4

At5g24660 3,8
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Anejo VI: Tabla genes reprimidos por acido acético.

Locus Factor Nombre
induccion
METABOLISMO
Metabolismo de azucares
At4g26530 13,8 Fructose-bisphosphate aldolase (chloroplast)
At5g56870 5,2 [-galactosidase 4 (BGAL4)
At3g52840 4,3 p-galactosidase 2 (BGAL2)
At5g49360 4,6 [-xylosidase (BXL1)
At3g52790 4,2 Peptidoglycan-binding, LysM domain-containing protein
At1g23870 6,0 Trehalose-phosphatase/synthase 9 (TPS9)
At2g18700 4,8 Trehalose-phosphatase/synthase 11 (TPS11)
At5g65690 4,2 Phosphoenolpyruvate carboxykinase (PCK2)
Atlg66870 7,7 Glycosyl hydrolase family protein 17
At5g20250 4,2 Glycosyl hydrolase family protein 36 (DIN10)
Citocromos P450
At2g42850 5,5 Cytochrome P450 family protein (CYP718)
At5g25120 4,3 Cytochrome P450 family protein (CYP71B11)
At4g36380 4,7 Cytochrome P450 (CYP90C1/ROT3)
Transferasas
Atlg16880 4.4 Uridylyltransferase-related protein
At5g39080 43 Transferase family protein
At3g50280 4,3 Transferase family protein
At3g21260 4,1 Glycolipid transfer protein 3 (GLTP3 )
At1g34520 4,1 Long-chain-alcohol O-fatty-acyltransferase family protein
Familia de las terpeno sintasas/ciclasas
At3g29410 8,9 Terpene synthase/cyclase family protein
At5g48110 4,3 Terpene synthase/cyclase family protein
Biosintesis de esteroles
At5g24155 | 4,0 | Squalene monooxygenase
Metabolismo de lipidos

A12g03980 | 4,0 | GDSL-motif lipase family protein

Metabolismo de aminoacidos
At5g18170| 6,6 | Glutamate dehydrogenase 1 (GDH1)

Biosintesis de triterpenoides
At3g45130 | 4,7 | Lanosterol synthase 1 (LAS1)
Otros

Atl1g21400 4,7 2-oxoisovalerate dehydrogenase
At2g29310 4,4 Tropinone reductase
At2g38240 5,1 Oxidoreductase, 20G-Fe(ll) oxygenase family protein
Atl1g18020 4,9 12-oxophytodienoate reductase

DEFENSA ANTIOXIDANTE
At5g61440 4,7 Atypical cys his rich thioredoxin 5 (ACHTS)
At5g06690 4.7 WCRKC thioredoxin 1 (WCRKC1)
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Atlg08570

4,1

| Thioredoxin family protein

REGULADORES DE LA TRANSCRIPCION

At5g44260 6,8 Zinc finger (CCCH-type) family protein
At2g25900 4,8 Zinc finger (CCCH-type) family protein
At2g18300 5,1 Basic helix-loop-helix (bHLH) family protein
Atl1g26945 5,0 Basic helix-loop-helix (bHLH) family protein
At4g01460 4,6 Basic helix-loop-helix (bHLH) family protein
At2g43010 4,2 Phytochrome-interacting factor 4 (PIF4)
At5g37260 4,6 MYB family transcription factor Circadian 1 (CIRI1)
At2g03470 4.4 MYB family transcription factor
At1g26580 4,2 MYB family transcription factor
At3g25790 4,1 MYB family transcription factor
At5g49450 4.4 Arabidopsis thaliana basic leucine-zipper 1 (BZIP1)
At5g28770 4.4 Arabidopsis thaliana basic leucine-zipper 63 (BZIP63)
At5g63160 5,6 BTB and TAZ domain protein 1 (BTI)
At3g48360 6,4 BTB and TAZ domain protein 2 (BT2)
At4g37610 4,4 BTB and TAZ domain protein 5 (BT5)
PROTEIN QUINASAS

At4g38470 5,5 Protein kinase (cytosolic)
At2g15080 6,5 Receptor like protein 19 (RLP19)

Sucrose non fermenting-related protein kinase
At2g25090 4,7 (SnRK3.18)/ CBL-interacting protein kinase 16 (CIPK16)
At2g23030 4,3 Sucrose non fermenting-related protein kinase (SnRK2.9)

CRECIMIENTO Y TRAFICO INTRA E INTERCELULAR

Atl1g70210 4,2 Cyclin delta-1 (CYCDI)

Phytochrome interacting RopGEF 1 (PIRF1)/,Rho guanyl-
Atl1g52240 7,3 nucleotide exchange factor 11 (ROPGEF11)
Atl1g70690 5,3 Plasmodesmata-located protein 5 (PDLPS5)

DEGRADACION DE PROTEINAS
At1g80440 6,0 Kelch repeat-containing F-box family protein
At1g23390 5,3 Kelch repeat-containing F-box family protein
At3g59940 4,5 Kelch repeat-containing F-box family protein
At5g22920 5,7 Zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein
Atl1g02610 4,2 Zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein
At1g80920 43 Plastid HSP40 /DnaJ (J8 )
HORMONAS

Atl1g56220 4,8 Dormancy-associated and auxin repressed family protein

Dormancy-associated and auxin repressed family protein
At1g28330 4,7 (DRM1)
At2g33830 4,1 Dormancy-associated and auxin repressed family protein
Atlg74670 4,1 Gibberellin-responsive protein

OTRAS

At2g26695 4,6 Zinc finger (Ran-binding) family protein
At5g48490 4,9 Protease inhibitor/seed storage/lipid transfer protein (LTP)
At2g14080 4,2 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class)
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At4g24800 4,2 MA3 domain-containing protein
At2g40900 4,9 Nodulin MtN21 family protein
FUNCION DESCONOCIDA
At4g29905 4,93
At4g36850 4,2
At2g20670 5,8
At2g14560 5,7
At2g04790 6,3
At5202090 6,2
At5g59080 6,2
Atlg77145 4,6
At2g42870 4,6
At1g27990 4,6
At3g26510 4,6
At2g40000 4,4
At2g22790 4.4
At3g15630 4,4
At2g38820 4,3
At3g50640 4,3
At2g20515 4,2
Atlg75190 4,2
At5g60680 4,2
At2g37750 4,2
At4g21920 4,1
Atlgl8010 4,1
At5g49525 4,0
At5g51390 4,0
Atlgl18010 4,0
At5g57780 4,0
At4g29285 12,1
At3g49790 10,7
At5g56550 7,7
At5g52900 7,3
At5g22545 4,87
Atl1g53890 4,86
At4g16000 4,81
At5g57785 4,80
At5g21940 4,79
At2g15890 4,77
At5g35480 4,9
At5g02020 4,9
Atl1g53890 5,3
Atl1g53890 5,6
At3g15450 4,5
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Anejo VII: Experimentos de NASCarray empleados en los diagramas

de Venn.
Numero Duracién Tejido y estado
referencia* Tratamiento tratamiento desarrollo Control
Raiz y parte aérea
1486 Calor (38°C) 1h; 3h Plantas de 16 dias NASCarray 137
Acido indolacético (IAA), Infeccion con
175 1M 1h; 3h Plantulas de 7 dias solucion MgCl,
Hojas
168 Pseudomonas syringae 4h Plantas 4 semanas NASCarray 137
Estrés osmético Raiz y parte aérea
139 (300mM manitol) 1h; 3h Plantas de 16 dias NASCarray 137
Estrés oxidativo Raiz y parte aérea
143 (metil viologen), 10 pM 1h; 3h Plantas de 16 dias NASCarray 137
Raiz
Bajo pH externo Antes de salida
470 (pH=4.5 con HCI) 1h, 8h escapo pH=6

*http://affymetrix.arabidopsis.info/narrays/experimentbrowse.pl
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