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PROTOCOLOS

Debido a la imposibilidad de acceso a los laboratorios del Instituto Universitario de Conservacion y
Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAV) durante el estado de alarma para la gestion de la
situacion de crisis sanitaria ocasionada por la COVID-19, no se pudieron realizar los experimentos con
estrés salino planteados con las plantas del cuarto experimento, ni tampoco se pudieron llevar a cabo
los experimentos que involucraban determinaciones bioquimicas y moleculares, como se explica en
este trabajo. Sin embargo, como también se detalla, estos experimentos si que fueron planteados y
preparados, y las muestras se encuentran recogidas y conservadas para su analisis en el momento que
la crisis sanitaria lo permita. Estos protocolos planteados se describen a continuacion.

e Daiio oxidativo a lipidos

Se extrajeron los perdxidos de lipidos machacando 0.5 g de las muestras recogidas anteriormente
en un mortero sobre hielo, y se afiadié 6 mL de tampdn fosfato potdsico 100 mM (pH = 7). A
continuacién, se realizd la filtracién de los homogeneizados utilizando un filtro Miracloth, vy
centrifugdndolo a 15.000 x g durante 20 minutos. Después, para la formacidn del cromdgeno, se
afiadieron en un tubo limpio 200 mL del sobrenadante obtenido junto con 1 mL de una mezcla de
reaccion previamente preparada, que contenia 4acido tricloroacético al 15% (p/v), acido 2-
triobarbiturico al 0.375 (p/v), butilhidroxitolueno al 0.1% (p/v) y acido clorhidrico (HCI) 0.25 N, y se
incubd la mezcla a 100 °C durante 30 minutos. Una vez enfriada, la mezcla se volvié a centrifugar a
800 x g durante 5 minutos, y se cuantificé el sobrenadante en un espectrofotémetro Peak E-1000UV
(Peak, Houston, Texas, EE. UU.), a una longitud de onda de 532 nm.

Para cuantificar la peroxidacion de lipidos expresada en equivalentes de malondialdehido (MDA)
(Halliwell y Gutteridge, 1985), se prepard una curva de calibracion utilizando MDA en el rango de
concentraciones 0.1-10 uM, utilizando en cada caso un volumen final de 1 mL. Ademas, se utilizé un
blanco que contenia Unicamente tampdn de extraccidén (tampdn fosfato potasico), y como controles
para cada muestra, el proceso de preparacién fue andlogo, pero reemplazando en la mezcla de
reaccion el TBA por HCI 0.25 N.

e Perodxido de hidrégeno

Para esta determinacidn, se utilizaron 0.5 g de las muestras recogidas y se homogeneizaron en
un mortero sumergido en hielo junto con 5 mL de 4cido tricloroacético al 5% (p/v) que contenia 0.1 g
de carbdn activado y polivinilpolipirrolidona (PVPP) al 1% (p/v).

El homogeneizado obtenido se centrifugd a 18.000 g durante 10 minutos, y el sobrenadante
recuperado se filtré utilizando un filtro Millipore de 0,22 um. Después, se seleccionaron 130 mL del
filtrado y se le afiadié un volumen de 1.2 mL de tampédn fosfato potasico 100 mM (pH = 8,4) y 0.6 mL
de reactivo colorimétrico. Este reactivo se preparé realizando una mezcla 1:1 (v/v) de oxalato de
titanio y potasio 0.6 mM y 4-(2-piridilazo) resorcinol 0.6 mM. Las muestras se incubaron a 45 °C
durante 1 hora y se midié la absorbancia a 508 nm en el mismo espectrofotdmetro que en el caso
anterior. Ademas, los blancos se realizaron utilizando el mismo procedimiento pero reemplazando el
homogeneizado obtenido a partir de las muestras por acido tricloroacético al 5%.

¢ Prolinay azucares totales

Para la extraccién de la prolina y los azlcares totales, se homogeneizé la muestra con 3 mL de
metanol durante 1 minuto en el vortex, repitiendo el proceso una vez mas. Después, se afiadié 6 mL
de cloroformo y se homogeneizd de forma anéloga. Por Gltimo, se afiadié 3 mL de NaCl al 0.9 % (p/v)
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y se centrifugd a 4 340 x g durante 10 minutos en una centrifuga refrigerada Eppendorf 5804 R
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania), a 1 °C. Con la fase metandlica (superior) del proceso anterior, se
cuantificé tanto la prolina como los azlcares totales.

La reaccion de la ninhidrina utilizada para cuantificar el contenido en prolina fue preparada
haciendo reaccionar 1 mL de la fase metandlica con 1 mL de reactivo de ninhidrina y 1 mL de acido
acético glacial. Después se llevd esta mezcla a ebullicién durante 1 hora y se pard la reaccion
sumergiendo los tubos en hielo. Por ultimo, se extrajo la prolina con 2 mL de tolueno agitando en
vortex, y se midié espectrofotométricamente a 515 nm utilizando tolueno como blanco. Ademas, se
realizd una curva patrén con concentraciones de prolina 0, 25, 50, 100, 200 y 300 uM a partir de una
solucidn de prolina 1 mM.

En el caso de la cuantificacion de los azucares solubles, el proceso comenzd haciendo reaccionar
0.025 mL de la fase metandlica previamente recuperada con 3 mL de reactivo de antrona, preparado
mezclando 200 mg de antrona con 100 mL de H,SO4 al 72% (v/v), y sumergiéndolo en agua hirviendo
durante 10 minutos. Después de su enfriado, se midid la absorbancia a 620 nm en el
espectrofotémetro mencionado anteriormente utilizando agua como blanco, y elaborando una curva
patrén con glucosa en el rango de concentraciones 0.2-0.4 mg/mL.

e PCR cuantitativa con transcripcion reversa (RT-PCRq)

Cada reaccion de RT-PCRq consistié en un volumen de 23 L que contenia 3 pL de una dilucién
1:10 (v/v) de ADNc en agua, 10 pL de reactivo Green Master Mix (NZYTech, Lisboa, Portugal), 6.4 uL
de agua desionizada, y 0.8 pL de cada par de cebadores a una concentracion de 10 uM.

El programa de PCR que se utilizé fue una primera incubacidon de 5 minutos a 95 °C para activar
la Tag ADN polimerasa, 45 ciclos de 10 segundos a 95 °C, 10 segundos a 60 °C (temperatura de union
de los cebadores), y 10 segundos a 72 °C, momento en el que se midié la seial de fluorescencia. Para
comprobar que la PCRy los primers utilizados funcionaron correctamente, se realizé un protocolo de
disociacion por calor (desde 65 hasta 100 °C) después del proceso de PCR.

La cuantificacién relativa de los niveles de ARNm en todos los casos se realizé mediante el
método comparativo 22T (Livak y Schmittgen, 2001), y los valores de expresidon obtenidos se
normalizaron utilizando los genes constitutivos CaUBI3 para pimiento y SmelACT para berenjena.

Los experimentos se repitieron tres veces, determinando asi el ciclo umbral (CT) por triplicado,
utilizando tres muestras bioldgicas distintas. También se emplearon controles negativos sin ADNc en
todas las reacciones de PCR llevadas a cabo.



