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Resumen

La salinidad es uno de los estreses ambientales que mas incide en la productividad agricola,
especialmente en las regiones semiaridas como la zona mediterranea, donde se ubica la Comunidad
Valenciana. Para poder mitigar los efectos perjudiciales de los estreses abidticos resulta necesario
conocer las bases moleculares de los fendmenos investigados, ya que solo entonces podran ser
manipulados de la manera mas conveniente. En el caso de la tolerancia a la salinidad se conocen una
serie de aspectos claves que han contribuido a mejorar las plantas cultivadas, pero es necesaria mucha

mas investigacion para poder obtener resultados adecuados para la practica agricola.

En este trabajo se ha planteado un nuevo abordaje consistente en el uso de norespermidina,
una poliamina no metabolizable, como agente de seleccion para encontrar individuos resistentes a
cationes toxicos. Para ello se ha utilizado una coleccion de semillas de Arabidopsis mutadas por
insercion de un activador transcripcional. Con este abordaje se aisloé el mutante parl-1D (polyamine
resistant) que presenta un fenotipo pleiotropico de resistencia a cationes toxicos como Na', Li',
norespermidina y espermidina. parl-1D es un mutante dominante que presenta un aumento en la
expresion del locus Atlgl5020. Este locus codifica una proteina perteneciente a la familia de las
quiescina sulfidril oxidasas (existen 2 proteinas homologas de esta familia en Arabidopsis) por lo que
se propuso el nombre de OSO2 (quiescina sulfidril oxidasa) para denominar al locus Atlgl5020.
Mediante un analisis de RT-PCR en diferentes partes de la planta se encontré que OSOZ2 se expresa
principalmente en la raiz y el polen, ademas al expresar de forma transitoria la construccion
QS0O2::GFP en la epidermis de hojas de N. benthamiana, la expresion de OSO2 se localizo en la pared
celular. Por otro lado, se expresod y purifico en S. cerevisae la proteina recombinante QSO2 y se
demostré su actividad sulfidril oxidasa. Finalmente, en plantulas y plantas adultas del mutante
parl-1D (con aumento de la expresion de OSO?2) se pudo observar una disminucion en la acumulacion
de Na', Li" y norespermidina, asi como un aumento en la acumulaciéon de K* en el xilema y en la parte
aérea. Por el contrario, el mutante pari-2 obtenido por insercion de T-DNA y que presenta una

disminucion en la expresion de OSO2, muestra el fenotipo opuesto a pari-1D.

Con estos resultados se propone un posible mecanismo de accidén de QSO2 en la raiz, segun el
cual QSO?2 actuaria activando un sistema de carga de K* en el xilema, diferente al canal SKOR, que
no es necesario para la accion de QSO2. Esto generaria un aumento del potencial de membrana en la
interfase simplasto:xilema, disminuyendo asi la entrada de cationes toxicos en el xilema y su posterior
traslocacion a la parte aérea. Este trabajo demuestra por primera vez la funcion de las sulfidril
oxidasas como reguladores de la homeostasis i6nica y muestra la importancia de la regulacion de la

carga de cationes al xilema en la tolerancia a cationes toxicos.






Resum

La salinitat és un dels estressos ambientals que més incideix en la productivitat agricola,
especialment en les regions semiarides com la zona mediterrania, on es situa la Comunitat Valenciana.
Per poder mitigar els efectes perjudicials dels estressos abiotics cal conéixer les bases moleculars dels
fenomens investigats, ja que sols llavors podran ser manipulats de la manera més convenient. En el cas
de la tolerancia a la salinitat es coneixen una série d'aspectes claus que han contribuit a millorar les
plantes conreades, perd és necessaria molta més investigacid per poder obtenir resultats adequats per

la practica agricola.

En aquest treball s'ha plantejat una nova aproximacio consistent en 1as de norespermidina, una
poliamina no metabolizable, com agent de seleccid per trobar individus resistents a cations toxics. Per
a aixo s'ha utilitzat una col-leccié de llavors de Arabidopsis mutades per insercid d'un activador
transcripcional. En aquesta aproximacio es va aillar el mutant parl-1D (polyamine resistant) que
presenta un fenotip pleiotropic de resisténcia a cations toxics Na', Li’, norespermidina i espermidina.
parl-1D és un mutant dominant que presenta un augment en I'expressio del locus At1gl15020. Aquest
locus codifica una proteina pertanyent a la familia de les quiescina sulfidril oxidases (existeixen 2
proteines homologues d'aquesta familia en Arabidopsis) pel que es va proposar el nom de QSO2
(quiescina sulfidril oxidasa) per a denominar al locus Atl1g15020. Mitjangant una analisi de RT-PCR
en diferents parts de la planta es va trobar que QSO2 s'expressa principalment en I'arrel i el pol-len, a
més a l'expressar de forma transitoria la construccio QSO2::GFP en la epidermis de fulles de N.
benthamiana, I'expressio de OQSO2 es va localitzar en la paret cel-lular. D'altra banda, es va expressar i
va purificar en S. cerevisae la proteina recombinant QSO?2 i es va demostrar la seva activitat sulfidril
oxidasa. Finalment, en plantules i plantes adultes del mutant parl-1D (amb augment en ’expressio de
QS02) es va poder observar una disminuci6 en I'acumulaci6 de Na', Li" i norespermidina, aixi com un
augment en l'acumulaci6 de K* en el xilema i en la part aéria. Per contra, el mutante parl-2 obtingut
per inserci6 de T-DNA i que presenta una disminuci6 en l'expressio de QSO2, mostra el fenotip oposat

aparl-1D.

Amb aquests resultats es proposa un possible mecanisme d'accié de QSO2 en l'arrel, segons el
qual QSO?2 actuaria activant un sistema de carrega de K* en el xilema, diferent al canal SKOR, que no
¢és necessari per a l'accio de QSO2. Aix0 generaria un augment del potencial de membrana en la
interfase simplast:xilema, disminuint aixi I'entrada de cations toxics en el xilema i la seua posterior
traslocacid a la part acria. Aquest treball demostra per primera vegada la funcié de les sulfidril
oxidases com reguladors de I'homeostasi iOnica i mostra la importancia de la regulacié de la carrega de

cations en el xilema en la tolerancia a cations toxics.






Abstract

Salinty is one of the abiotic stresses which most affects crop productivity, especially in
semiarid regions like the mediterranean zone where the Valencian Community is located. In order to
be able to mitigate the detrimental effects of abiotic stresses it is necessary to know the molecular
basis of the plant physiological responses; then these could be manipulated in a sensible way. In the
case of salinity tolerance, actually are known a group of key aspects that have contributed to improve
the cultivated plants, but more investigation is necessary to be able to obtain results adapted for

agricultural practices.

This work proposed a new approach using norspermidine, a non-metabolize polyamine, as
seleccion agent to find Arabidopsis lines resistant to toxic cations. A genetic screen of the Arabidopsis
“activation-tagging” mutant collection based on tolerance to the toxic cation norspermidine resulted in
a dominant mutant parl-1D (polyamine resistant) with increased expression of the OQSO2 gene
(At1g15020), encoding a member of the quiescin-sulfhydryl oxidase family. The pari-1D mutant
plants, and transgenic plants overexpressing OSO2 cDNA, are more tolerant than wild type
Arabidopsis to polyamines, Li” and Na'. This seems to be explained by a decrease in the accumulation
of these toxic cations in xylem and shoots. On the other hand, the accumulation of K* in xylem and
shoots is increased in the parl-ID mutant. A loss-of-function mutant of the OSO2 gene (pari-2)
exhibits phenotypes opposites to those of pari-1D mutant. The OSO2 gene is mostly expressed in
roots and pollen and the predicted QSO2 protein has a signal peptide. Accordingly, a QSO2::GFP
fusion expressed in Nicotiana benthamiana is localized at the cell surface. The recombinant QSO2

protein expressed in yeast has disulphydryl oxidase activity.

A plausible mechanism for QSO2 action consists of the activation of K loading into the
xylem independent of SKOR, which is not necessary to QSO2 function. This would produce an
increase in the membrane potential in the interface symplast:xylem, decreasing therefore the toxic
cations entrance into xylem and its traslocation to the aerial part. This work demonstrates the function
of the sulfhydryl oxidases in regulating ionic homeostasis and shows the importance of the regulation

of the cation loading into xylem in the tolerance to toxic cations.






SIGLAS Y ABREVIATURAS

a.k.a. also known as (también conocido como)

aa aminoacidos

ABA Abscisic acid (Acido Abscisico)

AcLiTE Acetato de litio, Tris-EDTA

ADP Adenosine 5’-diphosphate (Adenosina 5’-difosfato)

AERO Arabidopsis Endoplasmatic Reticulum Oxidoreductase (Oxidoreductasa de reticulo

endoplasmatico de Arabidopsis)

AHA Arabidopsis H'-ATPase (H'-ATPasa de Arabidopsis)

ALR Augmenter of Liver Regeneration (Intensificador de la regeneracion del higado)

AMP Adenosine 5’-monophosphate (Adenosina 5’-monofosfato)

APS Ammonium persulfate (Persulfato de amonio)

ATP Adenosine 5’-triphosphate (Adenosina 5’-trifosfato)

BAC Bacterial Artificial Chromosome (Cromosoma artificial bacteriano)

BAR Bialaphos Resistance (Resistencia al herbicida Bialaphos o BASTA)

BLAST Basic Local Alignment Search Tool (Herramienta de alineamiento de secuencias)

bZIP Basic Leucine Zipper Domain (Dominio basico de cremallera de leucinas)

CBL Calcineurine B-like (Similar a calcineurina B)

cDNA Complementary DNA (DNA complementario)

CHX Cation-H" Exchanger (Antiportador Catién-H")

CIPKs CBL-Interacting Protein Kinases (Proteinas quinasa que interaccionan con CBL)

CNGC Cyclic Nucleotide Gated Channels (Canales activados por nucleotidos ciclicos)

CPA Cation Proton Antiporters (Antiportadores cation proton)

CRT C-repeat (Elemento regulador en respuesta a frio)

CTAB Hexadecyltrimethyl Ammonium Bromide (Bromuro de cetil trimetilamonio)

cYc Cytochrome C (Gen de citocromo C)

DNA Deoxyribonucleic Acid (Acido desoxirribonucleico)

DNTB 5,5’-ditiobis (2-acido nitrobenzoico)

DREs Dehydration Response Elements (Elementos de respuesta a deshidratacion)

DTE Ditioeritritol

DTT Ditiotreitol

EDTA Acido etilen diamin tetracético

EMS Etil Metano Sulfonato

ER Endoplasmatic Reticulum (Reticulo endoplasmatico)

ERO Endoplasmatic Reticulum Oxidoreductase (Oxidoreductasa de reticulo endoplasmatico)

ERV Essential for Respiration and Vegetative growth (Esencial para la respiracion y el crecimiento
vegetativo)

EtAcNa Etanol Acetato de Na*

FAD Flavina Adenina Dinucleo6tido



GFP Green Fluorescent Protein (Proteina verde fluorescente)

GTED Glicerol, Tris, EDTA, DTT (Tampoén de extraccion de proteinas con los componentes
indicados)

GUS B-glucuronidase (B-glucuronidasa)

HA Hemaglutinina

HAK High-Affinity K" (Transportadores de alta afinidad de K*)

HAL Halotolerancia

HKT High K" Transporter (Transportador de K de alta afinidad)

HPTII Hygromycin Phosphotransferase II (Gen de higromicina fosfotransferasa II)

1P3 Inositol 1,4,5 tri Phosphate (Inositol 1,4,5 trifosfato)

ISAAA International Service for the Acquisition of Agri-Biotech Applications

kb Kilobases

KCO K" Channel Qutward Rectifying (Canal rectificador de salida de K*)

KEA K" Efflux Antiporter (Antiportador de salida de K)

KUP K" Uptake (Sistema de toma de K")

LB Left Border (Borde izquierdo del T-DNA)

LB Luria-Bertani (Medio rico para crecer bacterias)

LEU Leucina

LP Left Primer (Cebador izquierdo)

LSB Laemmli Sample Buffer (Tampon de carga de proteinas)

M-MulLV Moloney Murine Leukemia Virus (Virus de la leucemia murina de Moloney)

MAE MOPS, acetato de sodio EDTA (Tampon de electroforesis de RNA)

MAPK Mitogen Activated Protein Kinase (Proteina quinasa activada en la mitosis)

MAPKKK Mitogen Activated Protein Kinase Kinase Kinase

MAS Manopine Synthase (Gen de manopina sintasa)

MES Acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico

MOPS Acido 2-(N-morfolino) propanosulfonico

mRNA Messenger RNA (RNA mensajero)

MS Murashige-Skoog (Sales del medio de cultivo in vitro de Murashige Skoog)
MYBRS MYB Recognition Sequence (Secuencia de reconocimiento de MYB)
MYCRS MYC Recognition Sequence (Secuencia de reconocimiento de MYC)
NASC The European Arabidopsis Stock Centre (Nottingham)

NHX Na'/H' Exchanger (Antiportador Na'/H")

NPT IT Neomycin Phosphotransferase II (Gen de neomicina fosfotransferasa II)
NSCCs Non-Selective Cation Channels (Canales de cationes no selectivos)

OLB Oligo Labeling Buffer (Tampén de marcaje de sondas con cebadores de oligonucledtidos)
PAGE Polyacrylamide Gel Electrophoresis (Electroforesis en gel de poliacrilamida)
PCI Phenol:Chloroform:Isoamyl alcohol (fenol:cloroformo:alcohol isoamilico)
PCR Polymerase Chain Reaction (Reaccion en cadena de la polimerasa)

PDI Protein Disulfide Isomerase (Proteina disulfuro isomerasa)



PEG
PGK
PI
PKA
PMA
PP;
PSE
PVP
(ONT0]
RB
RNA
ROS
RP
rpm
rRNA
RT-PCR
SD
SDS
SIGnAL
Sos
SSC
ssDNA
STET
T-DNA
Twm
TAIR
TAE
TBE
TBS
TCES
TEMED
TIGR
TMS
TPK
TRX
URA
upr
UTR
YNB
YPD

Polietilenglicol

3’-phosphoglycerate kinase (Gen de 3’-fosfoglicerato quinasa)
Phosphatidylinositol (Fosfatidilinositol)

Protein Kinase A (Proteina quinasa A)

Plasma Membrane ATPase (Gen de ATPasa de membrana plasmatica)
Phyrophosphate (Pirofosfato)

Na,HPO, SDS EDTA (Tampo6n de hibridacion de acidos nucleicos)
Polyvinil-Pyrrolidone (Polivinilpirrolidona)

Quiescin Sulthydryl Oxidase (Quiescina sulfidril oxidasa)

Right Border (Borde derecho del T-DNA)

Ribonucleic Acid (Acido ribonucleico)

Reactive Oxigen Species (Especies reactivas de oxigeno)

Right Primer (Cebador derecho)

Revoluciones por minuto

Ribosomal RNA (RNA ribosomal)

Real Time PCR (PCR en tiempo real)

Synthetic Defined (Medio minimo con oligoelementos, vitaminas y sales minerales)
Sodium Dodecyl Sulfate (Dodecil sulfato de sodio)

Salk Institute Genomic Analysis Laboratory

salt overly sensitive (Hipersensible a sal)

Saline Sodium Citrate (Tampon salino de citrato de sodio)

Salmon Sperm DNA (DNA de esperma de salmoén)

Sacarosa, Tris, EDTA, Triton (Tampon para minipreparaciones de plasmidos)
Transferred DNA (DNA transferido del plasmido T; de Agrobacterium)
Melting temperature (Temperatura de anillamineto de hibridos de acidos nucleicos)
The Arabidopsis Information Resource

Tris Base, acido acetico, EDTA (Tampon de electroforesis de acidos nucleicos)
Tris Base, acido borico, EDTA (Tamp6n de electroforesis de DNA)

Tris Buffer Saline (Tampodn salino para incubaciones con anticuerpo)

Tris, NaCl, EDTA, SDS (Tamon de extraccion de RNA)
N,N,N,N'-tetrametilnediamina

The Institute for Genomic Research

Transmembrane Segments (Segmentos transmembrana)

Tandem-Pore K Channels (Canales de 2 poros de K*)

Tioredoxina

Uracilo

Unknow Protein (Proteina desconocida)

Untranslated Region (Region no codificante)

Yeast Nitrogen Base

Yeast Extract, Peptone, Dextrose (Medio rico de crecimiento de levaduras)
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1.1 Mejora vegetal de cultivos alimenticios

1.1.1 Importancia de la mejora vegetal

La evolucion de la economia de las sociedades humanas desde la recoleccion y la caza
a la agricultura y ganaderia hace unos 7000-8000 afios fue sin lugar a dudas uno de los
cambios mas significativos en la historia de la humanidad ya que provoco el paso de
sociedades nomadas a sociedades sedentarias. El sedentarismo, junto con la agricultura
permitié una mayor densidad de poblacion que la economia de caza y recoleccion y a la vez
se dispuso de alimento para un mayor nimero de personas, permitiendo asi que no todas las
personas se dedicaran a la produccion de alimentos, lo que genero la aparicion de sociedades

estatales primitivas o protoestados.

A lo largo de ocho milenios el ser humano ha logrado domesticar una ingente cantidad
de especies agricolas, ha aumentado la produccion de todos los cultivos agricolas y ha
aprendido a mejorar las condiciones de su entorno para adaptarlas a la agricultura; esto junto
con los grandes cambios que se han producido en la historia del hombre: aparicion del estado,
organizacion social, aparicion del transporte de mercancias y el comercio, industrializacion,
etc., ha producido una gran transformacién en la forma de vida del ser humano permitiendo
una enorme mejora en las condiciones de salud, higiene y confort. Este aumento paulatino en
el bienestar del ser humano ha producido un incremento exponencial de la poblacién (Figura
1.1) y un incremento constante, pero de menor magnitud en la produccion de cultivos

alimenticios.

Actualmente, segiin datos proporcionados por distintas ONGs, existe un superavit de
alimentos a nivel mundial pero la reparticién de estos alimentos no es equitativa: un 40% de
la produccion total de cereales se utiliza como alimento de animales de granja (Dyson, 1999),
animales que luego son vendidos a paises industrializados donde son consumidos en grandes
cantidades generando asi sociedades con dietas hipercaloricas mientras existen grandes zonas
del planeta donde vive gente subalimentada. El porcentaje de personas subalimentadas en el
mundo ha disminuido en las tltimas décadas, esto es debido al empleo, en paises del tercer
mundo, de variedades enanas con un aumento en la relacién grano/paja obtenidas durante la
llamada “Revolucion Verde” que permiten duplicar los rendimientos del cultivo. Pero a pesar
de esta mejora en la productividad de los cultivos, aun existen personas que sufren

desnutricion en el mundo. Esto no solo se debe a la mala distribucion de los alimentos, sino



Introduccion

también otros factores como las situaciones de inestabilidad politica, econémica y/o social en
determinadas regiones del planeta que impiden un funcionamiento normal de los sistemas

agricolas y evitan cualquier forma de desarrollo econémico.
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Figura 1.1 Crecimiento de la poblacion mundial a lo largo de la historia. Adaptado de Martinez (2001).

A tenor de los datos presentados, algunos grupos han lanzado duras criticas a la
biotecnologia y su afan de mejorar el rendimiento de los cultivos, ya que segin estos grupos,
existe suficiente alimento para toda la poblacion y la solucion seria distribuirlo
equitativamente para acabar con la subalimentacién. Esta idea hace recordar una anécdota
sobre una pequefia empresa productora de helados, la cual se quejaba de que en invierno las
ventas de helados caian estrepitosamente, por lo cual contrato los servicios de una consultoria
que después de un profundo analisis del problema, did con la solucion: si en invierno la gente
no come helados porque hace mas frio que en verano pues se tiene que producir y vender
helados en invierno que no estén frios. Soluciones existen, pero no siempre son faciles de

implantar.

Estos grupos se olvidan de las tendencias demograficas de las ultimas décadas que
prevén un aumento de la poblacion de forma continua hasta llegar alrededor de los 9000
millones de personas a mediados del siglo XXI (Naciones Unidas, 2005), mientras la cantidad
de terreno dedicado a la agricultura se mantendra constante (Figura 1.2). Por lo tanto en las
proximas décadas serd necesario realizar un notable aumento en la produccion de alimentos a

pesar de la existencia de diferentes factores que limitan este incremento.
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En primer lugar existe actualmente una cada vez mayor limitacion en la disponibilidad
de agua, por lo que el aumento de las areas de regadio serd muy limitado. Ademads, el
crecimiento de la poblacion en las grandes ciudades genera una presion poblacional hacia la
periferia, donde se incrementa la construccion de viviendas, disminuyendo asi el nimero de
tierras agricolas que rodean las ciudades (un ejemplo claro se puede observar en la huerta de
Valencia). Finalmente, solo existen zonas de escaso valor productivo y/o elevado valor
ecologico (bosques) disponibles para incrementar la superficie agricola, lo cual plantea un
conflicto entre aumentar la superficie para la produccion de alimentos o el mantenimiento de
la biodiversidad. Un ejemplo muy claro de este problema se puede observar en las regiones
amazonicas donde cada afio se deforestan 20000 km? de superficie forestal para destinarlo a

plantaciones de cereales.
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Figura 1.2 Crecimiento de la poblacion mundial y drea agricola en el periodo
1960 — 2050. Segin Naciones Unidas (2005) y James (2004).

Por otro lado, hay que tener en cuenta que en la mayoria de los paises con problemas
de alimentos, la mayor parte de la poblacién pobre depende exclusivamente de la agricultura
local para sobrevivir. Esta agricultura local es muy rudimentaria y carente de tecnologia,
siendo éste un factor limitante en el desarrollo de la poblacion, ya que el desarrollo agricola es
un paso crucial hacia la disminucién de la pobreza y falta de alimentos, asi como la

independencia econdmica y tecnologica de los paises industrializados (Alexandratos, 1999).

También hay que tener en cuenta que el florecimiento econdémico de los paises
industrializados producira cambios en la demanda de la poblacion que exigira mayor calidad,
cantidad y variedad de alimentos. Este florecimiento econdémico también trae consigo el
mayor uso de combustibles fosiles con el consiguiente deterioro del medio ambiente y la

aparicion en los ultimos anos del fenomeno conocido como cambio climatico. El cambio
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climatico provoca la desertizacion de regiones del planeta, la aparicion de nuevas y/o antiguas
plagas y enfermedades en los cultivos y el aumento de la temperatura global. El cambio
climatico es un factor muy importante en la produccién de alimentos, ya que cambia las
condiciones ambientales a las que los cultivos actuales estan adaptadas para una produccion

maxima, generando una disminucion en el rendimiento.

Finalmente es necesario mencionar que los logros obtenidos por la “Revolucion
Verde” (aumento en el rendimiento de las cosechas, desarrollo de variedades vegetales mas
productivas, disminucion del porcentaje de personas subalimentadas y autoabastecimiento de
alimentos en paises en desarrollo) han estado basados en algunos aspectos adversos como el
aumento de abonos nitrogenados y plaguicidas, el aumento del consumo de energia
procedente de combustibles fosiles y una pérdida de la biodiversidad de plantas de cultivo, ya
que la “Revolucion Verde” solo se baso en la mejora de 3 grandes cultivos: trigo, arroz y maiz
dejando de lado muchos otros cultivos importantes para la alimentacion de numerosas

personas del tercer mundo.

La “Revolucion Verde” duplico el volumen de produccion de cereales en solo 20 afios
pero esto estuvo asociado a un incremento de fertilizantes nitrogenados y fosforados de 7 y 4
veces respectivamente (Tilman, 1999). El uso de estos fertilizantes ha tenido un gran impacto
en la diversidad, composicion y funcionamiento de los ecosistemas naturales que conviene
empezar a controlar para disminuir al minimo el dafio causado y para asegurar a largo plazo el

mantenimiento de la capacidad productiva del suelo.

Para enfrentarse a los problemas mencionados anteriormente, y a los que no estan
mencionados pero existen o estan por venir, se debe dar importancia a las ciencias agrarias,
tanto en la optimizacion de procesos agricolas (mecanizacion de labores agricolas, sistemas de
irrigacion, tratamientos fitosanitarios, etc...) como en la mejora y obtencién de nuevas
variedades vegetales con un mayor rendimiento, ya sea esto ultimo aplicando técnicas
tradicionales de mejora (cruces intervarietales, mutagénesis quimica, induccion de ploidia,

variacion somaclonal, etc...) o mediante el empleo de la biotecnologia.

1.1.2 La biotecnologia como herramienta para la mejora vegetal

La mejora vegetal siempre ha estado ligada a la historia del ser humano, con el
aumento poblacional se necesitd seleccionar aquellos cultivos que tenian un mayor

rendimiento y poseian cualidades mas convenientes, ya sea en sabor, textura, facilidad de

6
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manejo o aspecto del cultivo. Este método de seleccion fue un proceso muy lento y permitid
tener unas pocas decenas de cultivos domesticados con las caracteristicas deseadas por el

hombre (aunque estas caracteristicas no tienen porque ser beneficiosas para la planta en si).

El inicio de la ingenieria genética se did con el establecimiento de las leyes de la
herencia de Gregor Mendel a mediados del siglo XIX y su posterior explicacion dada por
Thomas Morgan a principios del siglo XX. A partir de ese momento, la mejora de plantas
cultivadas y de animales ttiles para el hombre pas6 de ser un proceso empirico a una
actividad racional y planificada. El desarrollo de mecanismos de mutagénesis (rayos X,
agentes quimicos, radiacion ultravioleta) o la seleccion somaclonal, permitieron aumentar la
variabilidad genética usada como base para la seleccion y mejora. Esto junto con el desarrollo
posterior de técnicas citogenéticas y de cultivo in vitro (fusion de protoplastos, obtencion de
haploides y dihaploides, regeneracion de plantas y rescate de embriones) permitié conseguir

cruces pocos probables en la naturaleza y obtener los primeros logros en mejora vegetal.

Pero en los ultimos 30 anos, ha habido un salto espectacular en el desarrollo de
técnicas de ingenieria genética, que ha permitido actualmente poder identificar y aislar genes
concretos de muchas especies vegetales, animales y microorganismos, y poder transmitirlos a
la especie que se desee; también se ha desarrollado la mutacion dirigida de genes (mutacion
de genes en levaduras y ratones por recombinacion especifica y mutacion de genes en plantas
por RNA de interferencia). En teoria, es posible secuenciar el genoma de todas las especies de
la tierra e identificar y aislar la totalidad de los genes existentes, quedando a disposicion de
los mejoradores vegetales la casi totalidad de la diversidad génica. ;Es necesario mencionar
las grandes consecuencias que tendria esto ultimo en el desarrollo de la agricultura y en la
vida del hombre? ;Qué no se podria lograr en la mejora vegetal si se conociera la funcion y

regulacion de todos los genes?.

Dejando de lado esta idea teodrica (pero no imposible en un futuro), existen muchas
ventajas actuales en la aplicacion de la biotecnologia en la mejora vegetal. Por ejemplo, se
puede evitar la aparicion de caracteristicas no deseadas cuando se busca la mejora de un solo
caractér al cruzar 2 genomas distintos por hibridaciéon convencional. Otra ventaja es que se
logra una mayor rapidez en la introduccidn de caracteres a las especies vegetales (dos o tres
generaciones), evitando los repetidos cruzamientos de los individuos seleccionados con los
parentales. Por tultimo, la biotecnologia promueve una agricultura mas respetuosa con el

medioambiente gracias a un menor uso de productos agroquimicos y a la reduccion del

7
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laboreo. Ademdas debido al aumento del rendimiento de los “cultivos biotecnologicos” no
seria necesario el aumento continuo de tierras de cultivo con la consiguiente deforestacion y

pérdida de diversidad bioldgica en diferentes partes del planeta.

Con el escaso tiempo transcurrido desde la aplicacion de la ingenieria genética en la
mejora de plantas, las grandes expectativas generadas en torno a su uso ya comienzan a verse
materializadas en una serie de cultivos con caracteristicas mejoradas, como por ejemplo los
cultivos transgénicos. La superficie global de cultivos transgénicos ha ido aumentando
progresivamente en los ultimos 10 afios (Figura 1.3), existiendo mas de 20 paises que cultivan
transgénicos (Tabla I), ademas, el valor del mercado global de cultivos transgénicos fue de
6,15 billones de euros en el 2006, lo cual representa el 16% del mercado mundial de cultivos,
siendo el valor global del mercado de cultivos transgénicos proyectado para 2007 de 6,8

billones de euros (ISAAA, 2006).
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Figura 1.3 Superficie global de cultivos transgénicos en el periodo 1996-2006. Aréa en millones
de hectareas, adaptado de ISAAA (20006).

La “inocuidad” de los cultivos transgénicos ha sido puesta en tela de juicio por
diferentes colectivos (Greenpeace, Amigos de la Tierra), los cuales se basan en 3 puntos
fundamentales: la dependencia econdémica de los agricultores hacia las grandes compaiiias
transnacionales de semillas y agroquimicos (Syngenta, Bayer, CropScience, Monsanto,
DuPont y Dow); el peligro para el medioambiente de crear nuevas especies de forma artificial
que generen un desequilibrio ecologico desplazando a otras especies de su habitat o
transmitiendo su informacion genética a otra especie vegetal, animal o microorganismo; y
finalmente, la posibilidad de que estas plantas produzcan alérgenos para el ser humano. Sobre

el primer punto, este no es el lugar idoneo para discutir si es apropiado o no el
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comportamiento de estas companias con los agricultores y el manejo de las patentes. Con
respecto a los dos puntos siguientes; no se ha demostrado fehacientemente que estas
acusaciones sean ciertas y los estudios llevados a cabo para demostrar estos puntos no han

tenido suficiente rigor cientifico (Gatehouse ef al., 2002; Christou, 2002).

Tabla I. Superficie global de cultivos transgénicos en 2006: por pais (Millones de Hectareas)

Orden Pais Superficie Cultivos transgénicos
1 Estados Unidos 54,6 Soja, Maiz, Algodén, Colza, Calabacin, Papaya, Alfalfa
2 Argentina 18,0 Soja, Maiz, Algodon
3 Brasil 11,5 Soja, Algodon
4 Canada 6,1 Colza, Maiz, Soja
5 India 3.8 Algodon
6 China 3,5 Algodon
7 Paraguay 2,0 Soja
8 Sudafrica 1,4 Maiz, Soja, Algodon
9 Uruguay 0,4 Soja, Maiz
10 Filipinas 0,2 Maiz
11 Australia 0,2 Algodon
12 Rumania 0,1 Soja
13 Meéxico 0,1 Algodon, Soja
14 Espafia 0,1 Maiz
15 Colombia <0,1 Algodon
16 Francia <0,1 Maiz
17 Iran <0,1 Arroz
18 Honduras <0,1 Maiz
19 Republica Checa <0,1 Maiz
20 Portugal <0,1 Maiz
21 Alemania <0,1 Maiz
22 Eslovaquia <0,1 Maiz

En la actualidad, solo unas pocas variedades de plantas transgénicas se encuentran
disponibles en el mercado, pero existe gran numero de ellas que se encuentran en etapas de
evaluacion y que estardn disponibles para los agricultores en breve. Entre los cultivos
transgénicos ya comercializados podemos citar las plantas-Bt resistentes a insectos (Christou
et al., 2006), los cultivos resistentes a herbicidas (Duke, 2005) y los cultivos resistentes a

virus (Prins, 2003, Fermin et al., 2005).
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También se vienen desarrollando en laboratorios publicos y privados diferentes plantas
transgénicas con diversas aplicaciones. Estas plantas se encuentran en diferentes fases de
estudios para su futura comercializacion; para conocer el estado actual de estas pruebas se

puede revisar (http://www.isb.vt.edu/2002menu/regulatory_information.cfm). Como ejemplos

tenemos la futura generacion de plantas resistentes a insectos (Christou et al., 2006), plantas
resistentes a salinidad (Yamaguchi y Blumwald, 2005), plantas con una mayor cantidad de
vitamina E (Dellapenna, 2005) y provitamina A (Paine et al., 2005), ademas del desarrollo de
biofarmacos a partir de plantas transgénicas (Fischer et al., 2004, Daniell, 2006) y la
modificacién de la composicion en los acidos grasos de los cultivos (Truksa et al., 2006).
Pero es necesario mencionar que en la Comunidad Europea solo se permiten 4 cultivos: maiz,
soja, colza y algodon, esto es debido a presiones de grupos ecologistas y partidos politicos

contrarios al cultivo de transgénicos.

1.2 El problema de la salinidad

1.2.1 Antecedentes historicos y estado actual del problema

En los ultimos 6000 afos, los seres humanos han sido incapaces de mantener una
civilizacion estable en un lugar concreto mas alld de 2000 afios, siendo la causa principal la
destruccion del medio (Ashraf, 1994). Uno de los factores implicados en la destruccion del
medio, y que incide directamente en la productividad agricola, es la salinizacion de tierras de
cultivo. El declive de la civilizacién de los sumerios (2800-1800 a.C.), situada en los valles
del Tigris y Eufrates, fue debido en gran parte a la salinizacion de sus suelos agricolas. El
andlisis paleobotanico de los diferentes estratos de dicha region revelo una transicion del
cultivo de trigo (mas productivo pero poco halotolerante) hacia el cultivo de cebada (menos
productivo pero mas halotolerante) a medida que el suelo, fértil pero sin drenaje, fue

acumulando sales de forma progresiva (Jacobson y Adams, 1958).

Como se observa en el parrafo anterior, el problema de la salinidad no es un fenémeno
actual, sin embargo hasta hace relativamente pocos afios no se tenia conciencia de su
importancia. Esto quizas fue debido a que los niveles de salinidad no eran preocupantes o no
se habian estudiado bien sus efectos. Por lo tanto no se puede considerar que el problema de
la salinidad empiece en nuestros dias, sino que es un proceso que se ha ido gestando a lo largo
del tiempo y actualmente estd produciendo la disminucion en el rendimiento de diversos

cultivos.
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Segun el mapa de suelos a nivel mundial (FAO, 2006a), el area total de suelos salinos
y sodicos' es de 836 millones de hectareas, que corresponden al 6,3% de la superficie mundial
(Tabla II). En el afio 2003, de las 1500 millones de hectareas de suelos agricolas de secano, 33
millones (2,2%) tiene problemas de salinidad de diversa magnitud y de las 277 millones de
hectareas de suelos irrigados, 59 millones (21,3%) estan afectadas por el proceso de
salinizaciéon (Munns, 2005). Los suelos irrigados representan solo el 15% del area total de
tierra cultivable, pero los suelos irrigados tienen una productividad de al menos el doble que
los suelos de secano, asi que los suelos irrigados producen la tercera parte de los alimentos

consumidos en el mundo (Munns, 2005).

Tabla II. Distribucion regional de los suelos afectados por salinidad. En millones de hectareas.

Region Area total Suelos salinos % Suelos sodicos %
Africa Sub-Sahariana 2423,8 48.4 2 40,0 2
América del Norte 1929,5 4,0 0.2 14,5 1
América del Sur y Central 2054,1 60,5 3 50,9 2,5
Asia, Oceania y Australia 2868,2 167,3 6 137,0 5
Europa 680,6 7,0 1 14,6 2
Norte de Africa y Cercano Oriente 1154,5 72,3 6 5,7 04
Norte de Asia 'y Este de los Urales 2075,9 42,1 2 171,6 8
Total 13186 401,6 3,0 434,3 33

A nivel mundial existen diferentes regiones donde el problema de la salinidad es muy
pronunciado como son las regiones adyacentes a los rios Tigris y Eufrates en Irak y Siria,
Mekong en el noroeste de Tailandia, Huang-Ho en el noroeste de China, Indo y Ganges en

Pakistan e India, Nilo en Egipto, Murria-Darling en Australia y Colorado en California.

En América latina, la calidad de millones de hectareas de tierras irrigadas se reduce
afio tras afio debido a la degradacion del suelo. Asi por ejemplo, el 35% de tierras bajo riego
en Argentina y Chile sufren problemas de salinidad, mientras que el 30% (250 000 ha) de la
region costera de Peru tiene también este problema (FAO, 2006b). En Brasil, el 40% de sus
tierras bajo riego, localizadas en la parte noreste, tienen niveles de moderado a severo de
salinidad. En Cuba, cerca de 1,2 millones de hectareas estan afectadas por la salinidad y en

Meéxico, el 33% de la superficie bajo riego se encuentra afectada (FAO, 2006b).

! Un suelo sédico se produce como resultado secundario de la salinidad de suelos arcillosos, donde la lixiviacién que
ocurre a través de procesos naturales o inducida por el ser humano disuelve las sales solubles del suelo y provoca la
unioén del sodio a las cargas negativas de la arcilla.
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Segun estadisticas proporcionadas por FAO (FAQO, 2006a), en el continente europeo la
salinizacion y el nivel de sodio en el suelo estan provocando dafios en las areas mas secas de
la region, como en Hungria donde el problema afecta al 25% de la superficie cultivada o en
Rumania donde esta afectada el 7% de la superficie agricola. Se considera que el 35% de la
superficie bajo riego en la Europa Mediterranea est4 afectada por la salinizacion en grados de
moderado a severo. Asi, en Italia el 3,8% de la superficie agricola estd afectada por la

salinidad y en Espafia el 12 % (de la superficie agricola) presenta el mismo problema.
1.2.2 Definicion de suelo salino

Los suelos afectados por la salinidad tienen composiciones ionicas variables y una
concentracion en sales solubles lo suficientemente alta para afectar el desarrollo de algunas
especies de plantas. Asi que para caracterizar adecuadamente estos suelos se ha desarrollado
un sistema de clasificacion (U.S. Salinity Laboratory Staff, 2006) basado fundamentalmente
en dos criterios: la salinidad expresada desde el punto de vista de la conductividad eléctrica
(CE) de todos los iones disueltos en el agua y el porcentaje de sodio intercambiable (PSI). Asi

se distinguen las categorias siguientes (Tabla III).
Suelos salinos

En estos suelos existen sales en proporcion suficiente como para aumentar la presion
osmotica de la solucion del suelo y dificultar de esta forma la absorcién de agua por los
vegetales; estos suelos tienen una fuerte concentracion relativa de sales solubles como
cloruros, sulfatos o nitratos y a veces bicarbonatos. Con cierta frecuencia en estos suelos estan
presentes algunas sales relativamente insolubles, como el sulfato de calcio (CaSOQy),
carbonato de calcio (CaCOs) y carbonato de magnesio (MgCOs3). El sodio representa menos

del 50% de los cationes solubles. Estos suelos son muy sensibles a la erosion.
Suelos salino-sédicos

Son suelos con una alta concentracion de sales solubles y con un alto porcentaje de
sodio intercambiable. En caso de que se presente una precipitacion intensa o un vertido

proveniente de alguna localidad, estas sales pueden ser lixiviadas.
Suelos sodicos

Los suelos sodicos contienen un exceso de sodio intercambiable mientras que la

materia organica se presenta dispersa (esto ocurre sobre todo al aplicar vertidos continuos).
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Este sodio no es dafiino para las plantas, pero hace que los suelos de textura fina se hagan
extremadamente impermeables al agua y dificulta a las raices su penetracion. La solucion del

suelo contiene sobre todo sodio y cantidades menores de calcio y magnesio.

Tabla III. Caracteristicas que definen a los suelos afectados por salinidad

Tipo de suelo 1
CE (dS.m PSI (¢ H
afectado por sales ( (%0) p
Salino >4 <15 7.9 -8,6
Salino-sodico >4 > 15 <8.,6
Sodico <4 >15 8,6-10

1.2.3 Causas de la salinidad

Dos son las condiciones necesarias para que se produzca la acumulacion de sales en

los suelos: el aporte de sales y la imposibilidad de eliminar las sales del suelo.
Origen de las sales

Los suelos salinos se pueden originar de forma natural o por causas humanas. El
primer caso se conoce como salinizacion primaria, donde las sales proceden originalmente
del proceso de meteorizacion de la roca madre, aunque los iones asi liberados no suelen ser
suficientes para formar un suelo salino. Normalmente las sales acumuladas en estos suelos
provienen de otras zonas, siendo el agua (del océano, las aguas superficiales, la lluvia o las
aguas subterraneas) el principal, aunque no el tinico, modo de transportarlas. La evaporacion
continua del agua en soluciones salinas determina el aumento de la concentracion salina en el

suelo.

Los terrenos situados en zonas costeras, por ejemplo, reciben sales del océano
directamente por inundacion (manglares y marismas). Las aguas superficiales en ocasiones
pueden inundar tierras bajas de forma natural, dejando al evaporarse las sales sobre el terreno.
También frecuentemente los suelos reciben las sales de mantos fredticos suficientemente
superficiales (normalmente a menos de 3 metros). Los mantos fredticos siempre contienen
sales disueltas en mayor o menor proporcion y en las regiones aridas estos mantos ascienden a
través del suelo por capilaridad. Ademas es posible que la capa fredtica sea poco profunda en
determinadas zonas o que el suelo sea poco permeable, lo que impide el movimiento

descendente del agua.
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La acumulacion de sales de origen eolico es otro modo de salinizacion. El viento en
las regiones aridas arrastra gran cantidad de particulas en suspension, principalmente
carbonatos, sulfatos y cloruros que pueden contribuir en gran medida a la formacion de suelos

con sales.

La salinizacion de suelos producida por accion del hombre se denomina salinizaciéon
secundaria. En este segundo caso las sales provienen de diferentes practicas relacionadas con
la agricultura, la ganaderia y la deforestacion. Asi el agua empleada en el riego, las enmiendas
aplicadas al suelo, los excrementos de animales, los fertilizantes quimicos, y las aguas
residuales son ejemplos de fuentes de sales solubles de origen antropogénico (Tanji, 2002). El
uso continuado de agua de riego de pobre calidad (con sales disueltas en pequefias cantidades)
contribuye a la acumulacion de sales en el suelo. Cuando se implanta el regadio en nuevas
tierras sin establecer un drenaje artificial adecuado, puede ocurrir que la capa freatica suba
hasta aproximarse a la superficie del suelo transportando consigo sales que luego se acumulan
en la superficie y en la zona radicular. También el empleo de practicas agricolas inadecuadas

provoca una compactacion del suelo provocando un inadecuado drenaje y lavado de las sales.
Impedimento de eliminacion de sales

Existen dos factores principales que impiden la eliminacion de sales de los suelos: los
climas aridos y un mal drenaje. Asi, los suelos salinos se encuentran principalmente en zonas
de clima arido o semiarido, como la Comunidad Valenciana, donde el lavado de las sales es
insuficiente debido a la escasez de precipitaciones. En esta zona los breves periodos himedos
provocan la disolucion de las sales, y con ello su movilizaciéon, mientras que las intensas y
largas sequias originan fuertes evaporaciones, que producen la ascension de los mantos
freaticos y al intensificarse la evaporacion se concentran las sales, que precipitan
acumulandose en zonas cercanas a la superficie y la zona radicular. En suelos con malas
condiciones de drenaje, el agua circula lentamente disolviendo las sales y distribuyéndolas en

las zonas superiores del suelo sin que puedan eliminarse grandes cantidades de ellas.

1.3 La salinidad y el desarrollo vegetal
1.3.1 Glicofitas versus halofitas

Los océanos cubren el 70% de la superficie de la tierra; la concentracion de NaCl en el

mar es aproximadamente 0,5 M y existen también altas concentraciones de magnesio (56
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mM) y sulfatos (28 mM) asi como calcio y potasio (10 mM cada uno). Si este agua, con altas
concentraciones de sal y una alta proporcidn magnesio/calcio, fuera usada para irrigar
cultivos, los resultados serian fatales para las plantas. Pero existen organismos, las algas
marinas, que se desarrollan sin problemas en medio salino, siendo los principales productores

primarios de la cadena tréfica en los océanos (Epstein, 2003).

La discrepancia existente entre plantas en ecosistemas terrestres y marinos respecto a
la salinidad plantea la cuestion de como se produce esta diferencia y para ello es necesario
destacar dos factores. Primero, las algas marinas estan rodeadas por agua y solo existe una
causa para su desecacion: la alta presion osmotica del medio. Las plantas terrestres crecen
“hacia el sol” y su parte aérea esta rodeada por la atmosfera, lo cual lleva a una pérdida de
agua muy alta que puede causar la muerte (Epstein, 2003). Segundo, las algas marinas estan
rodeadas por un medio liquido; esto presenta dos caracteristicas favorables: no existe una
matriz solida que impida el crecimiento y la agitacion constante del medio genera
homogeneidad quimica y uniformidad. Por el contrario, las plantas terrestres presentan raices
que penetran en una matriz sélida y esta matriz representa un obstadculo para el libre
movimiento de solutos; asi las raices deben arreglarselas con una heterogeneidad temporal y

espacial de su medioambiente fisico y quimico (Epstein, 2003).

En la evolucion de las plantas terrestres, la habilidad para vivir en un medio salino fue
perdida o nunca fue adquirida; ya que esta habilidad no es esencial para la adaptacion a un
medio donde el agua tiene una muy baja concentracion de sales. Sin embargo, han existido y
existen actualmente ecosistemas terrestres salinos que son el habitat de plantas halofitas
capaces de vivir en un ambiente adverso mediante un conjunto de adaptaciones fisioldgicas,
bioquimicas y estructurales donde siempre se minimiza la pérdida de agua (Epstein, 2003). La
consecuencia principal de estas consideraciones es que no existe una incompatibilidad
biologica fundamental entre la salinidad y la vida vegetal, las algas marinas y las plantas

halofitas lo atestiguan.

Es posible clasificar a las plantas terrestres basandose en su capacidad de crecimiento
en un medio salino (Marschner, 1995). En esta clasificacion las plantas halofitas estarian
dentro del grupo I y las plantas glicofitas en el grupo II, IIl y IV (Figura 1.4). Al contrario que
las glicofitas, las plantas halofitas son muy tolerantes a la salinidad, pudiendo crecer con una
concentracion de NaCl superior a 400 mM (Flowers, 2003). En general, a nivel fisiologico,

las plantas halofitas han desarrollado mecanismos especificos que les permiten soportar la
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salinidad del suelo, algunas poseen hojas o tallos suculentos, otras eliminan el exceso de sal
reemplazando de forma continuada las viejas hojas cargadas de sal por hojas mas jovenes o a
través de estructuras celulares especificas como glandulas secretoras de sal o pelos

especializados (Breckle, 2002)

140

100 4=

Tasa de crecimiento (%)

Nacl (mhvi)

Figura 1.4 Crecimiento de distintos grupos de plantas respecto a la concentracion de NaCl. I,
halofitas; II, especies halofilicas similares a I (remolacha); III, plantas tolerantes a sal (cebada);
IV, plantas sensibles a sal (frijol). Adaptado segiin Marschner (1995).

Los mecanismos de la tolerancia a sal en halofitas han sido estudiados a nivel celular,
encontrandose 3 estrategias de adaptacion principales: compartimentacion de iones toxicos,
acumulacion de osmolitos y conservacion del agua (Bohnert et al., 1995). Mientras la
principal estrategia de las plantas glicofitas es restringir el movimiento de iones a la parte
aérea mediante el control del flujo de iones al xilema de la raiz (exclusion); las plantas
halofitas transportan rapidamente el sodio teniendo siempre una menor concentracién de
sodio en la raiz que en la parte aérea (inclusion) (Hasegawa et al., 2000). Las plantas halofitas
pueden usar el sodio acumulado en la parte aérea para disminuir el potencial osmotico,
facilitando asi el transporte de agua a la parte aérea y disminuyendo el coste metabdlico de la

produccion de osmolitos.

La principal diferencia entre plantas halofitas y glicofitas es la capacidad de las
primeras a sobrevivir a una choque salino, lo que permite a las plantas halofitas establecer
mas rapidamente una respuesta metabolica para crecer en un medio salino, aunque a nivel
celular se ha comprobado que las enzimas de plantas halofitas son tan sensibles al sodio como
las enzimas de glicofitas (Flowers et al., 1977). Por lo tanto se trabaja con la hipétesis de que
los mecanismos celulares de tolerancia a sal son similares en ambos tipos de plantas, y solo
sutiles diferencias en su regulacion causan las grandes variaciones en la tolerancia entre

glicofitas y halofitas. (Niu et al., 1995, Taji et al., 2004).
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1.3.2 Efectos causados por la salinidad en las plantas

La sal disuelta en el agua del suelo inhibe el crecimiento de las plantas por dos
razones. Primero, una alta concentracion de sales en el suelo genera un bajo potencial hidrico
incrementando la dificultad para la planta de adquirir agua y nutrientes, esto conlleva a un
crecimiento mas lento; a este efecto se le conoce como efecto osmotico de la salinidad.
Segundo, la sal entra en la planta, a través de las raices, donde luego se distribuird por las
células del parénquima de la raiz, para pasar al xilema y llegar a la parte aérea donde se
acumulara en las células de las hojas y tallos alcanzando niveles toxicos, como consecuencia
se producira una reduccion en el crecimiento. Esto se debe a dos mecanismos: a) la toxicidad
ionica de la salinidad a nivel intracelular (efecto iénico) y b) el efecto osmético de las sales
acumuladas en el apoplasto de las hojas. Los 2 efectos producen una tasa de crecimiento en 2

fases en respuesta a la salinidad (Figura 1.5).

Sal adicionada gradualraente
Tasa de
creciriento
de la parte -—— — — — Planta
airea ~ tolerante
.
~ . Planta
senzihle

Faze 1 B e Fase 2
(estrés osmatico) (efecto especifico de la sal)

Tierupo

Figura 1.5 Esquema de la tasa de crecimiento en 2 fases en respuesta a la salinidad
para plantas que difieren en la tolerancia a sal. La escala de tiempo pueden ser dias o
semanas dependiendo de las especies y nivel de salinidad. Adaptado de Munns (2005).

Una elevada concentracion de NaCl o LiCl en el apoplasto celular genera efectos
primarios y secundarios que afectan negativamente el crecimiento y desarrollo de la planta

por los siguientes motivos (Mahajan y Tuteja, 2005):

e Ruptura del equilibrio i6nico por una mayor acumulacién de cationes toxicos en el

citoplasma y disminucién en la entrada de K" a la célula.

e Na' y Li son téxicos para el metabolismo celular y tiene efectos inhibitorios en el

funcionamiento de algunas enzimas.
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e Altas concentraciones de Na' causan un desajuste osmotico, debido a la disminucion
del potencial hidrico, lo que ocasiona una pérdida de turgencia en la célula y una

inhibicion de la division celular, reduciendo por tanto el crecimiento de la planta.

. + < ’ .
e Un alto nivel de Na' conlleva a una reduccion en la fotosintesis, el aumento en la
produccion de especies reactivas de oxigeno (estrés oxidativo) y a la activacion de

procesos de muerte celular programada.

Efectos primarios del estrés salino

Déficit de agua. El agua es transportada desde el exterior de la planta hacia el sistema
vascular por medio de 3 vias: transcelular, simplastica y apoplastica (Bennett y Khush,
2003). En la via transcelular, las moléculas de agua entran y salen de las células a través
de la membrana plasmatica hasta llegar al xilema. En la via simplastica, las moléculas de
agua cruzan la membrana plasmatica de una célula epidermal o cortical y luego se mueven
de célula en célula a través de los plasmodesmos. El transporte de una célula a otra se
realiza a través de conexiones entre células llamadas plasmodesmos, que son poros
cilindricos de 20 a 60 nm de @ con una densidad de aproximada de 15 por um?, que
atraviesan la pared celular y ponen en contacto los citoplasmas de dos células adyacentes
(Fernandez y Maldonado, 2000). En la via apoplastica, las moléculas de agua se mueven a
través del espacio intercelular hasta llegar a la banda de Caspari que es impermeable, pero
existen regiones discontinuas o delgadas de la banda de Caspari que permiten el paso de

moléculas de agua las cuales logran llegar al xilema (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Representacion esquematica del movimiento del agua a través de la raiz desde el suelo al
xilema. Multiples capas del cortex son indicadas como una célula individual. Adaptado de Bennet y Khush
(2003).
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Las vias transcelular y simplastica son directamente sensibles a elevadas
concentraciones salinas ya que un estrés hiperosmoético va disminuyendo la diferencia de
potencial osmético entre el medio salino y el citosol hasta que se igualan y cesa la toma
neta de agua por estas vias. La via apoplastica no estd directamente afectada por el medio
salino y probablemente es capaz de continuar funcionando hasta que se pare la
transpiracion, permitiendo al agua (y las sales disueltas) entrar a la planta a través de
“agujeros” en la banda de Caspari. Sin embargo, las raices en un medio salino producen
ABA que es cargado en el xilema para ser transportado a las hojas donde participa en el
cierre de los estomas (Zdunek y Lips, 2001). El cierre de estomas mediado por ABA es
crucial para la supervivencia de la planta a corto plazo, debido a que una disminucion de
la transpiracion minimiza la pérdida de agua que experimenta la planta, como
consecuencia de la inhibicién por sal de las vias transcelular y simplastica, y ademas
reduce el transporte de sales por la via apoplastica, pero este cierre de estomas no puede
ser a largo plazo porque se inhibiria la fotosintesis. Con las 3 vias bloqueadas en
condiciones de salinidad, las células pierden turgencia, lo que a su vez restringe la
expansion celular y ralentiza el crecimiento de la planta provocando finalmente el

marchitamiento.

Ruptura de la homeostasis ionica. En condiciones normales, las células vegetales
mantienen un flujo continuo de entrada y salida de iones, pero siempre manteniendo en el
citosol unas concentraciones constantes de los iones necesarios para el normal desarrollo
de la célula (K*, Na*, Ca*", Mg™"), lo que se conoce como homeostasis iénica. En estas
condiciones las concentraciones de K" en el citosol varian entre 100 y 200 mM, las de Na"
entre 1 y 10 mM, las de Ca®" libre entre 100 y 200 pM, las de Mg entre 5y 10 mM y las
de CI entre 1 y 5 mM (Marschner, 1995, Niu et al., 1995).

La homeostasis i0nica es dependiente de transportadores y canales de membrana
(Figura 1.7) que median el flujo de iones, como H'-ATPasas, pirofosfatasas, Ca”'-

ATPasas y transportadores secundarios (antiportadores, simportadores, uniportadores).

En condiciones salinas (debido a una alta concentracion de NaCl) se produce una
rotura de la homeostasis i6nica no solo de los iones Na™ y CI” sino también del K™ y Ca*".
Inmediatamente después de un choque salino, se produce un gran aumento en la entrada
de Na" a la célula a través de transportadores y canales de cationes no selectivos

(Amtmann y Sanders, 1999, Rus et al., 2001), lo que provoca una disminucion del
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potencial de membrana facilitando la toma pasiva de Cl™ a través de canales de aniones
normalmente inhibidos por el alto potencial eléctrico (negativo dentro) (Czempinski et al.,
1999, Barbier-Brygoo et al., 2000). La alta concentracion de Na" provoca la disminucion
en la entrada de K, debido quizas a la depolarizacion de la membrana o a una menor
selectividad K'/Na" en los sistemas de transporte de K', provocando una drastica
disminucién de la tasa K'/Na" (Xiong et al., 2002). También se produce un incremento del
Ca’™ citosolico que es transportado desde el apoplasto y los compartimentos
intracelulares, el aumento transitorio de Ca’" sirve como un mensajero secundario para
poner en marcha los mecanismos de adaptacion celular al estrés salino (McCormack et al.,
2005). Pero un nivel elevado de Ca® produce también un estrés, asi que se debe
reestablecer la homeostasis de Ca”” mediante sistemas de transporte de Ca*" (Geisler et

al., 2000, Pittman y Hirschi, 2003).

/’_ Apaplasto Na* H* Na* K* cat*
pH 5.5 e D
Citop ; R $_ N _4¢ -III
."f K’Jimplasm \
pH 75 Na* Na* K Ca

Figura 1.7 Transportadores y canales de membrana que intervienen en el flujo de K*, Na*, Ca* y H"
en condiciones de estrés salino. La diferencia de voltaje a través de la membrana plasmatica es de 120-200
mV (negativo dentro) y a través del tonoplasto es 0-20 mV siendo positivo dentro. (Taiz y Zeiger, 2002).

Por otro lado, se ha comprobado que la aplicacion externa de Ca®" reduce los
efectos toxicos del NaCl, facilitando una mayor selectividad K'/Na" (Liu y Zhu, 1998).
Finalmente, se ha observado que en condiciones de estrés salino los niveles de Mg*™ en
raices y tallos de Psidium guajava no varian respecto a condiciones sin estrés, pero hay

una disminucion del contenido de Mg®" en las hojas (Parida y Das, 2005); se ha sugerido
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. . ., + . .
que esta disminucion del Mg”" esta asociada a un menor contenido en clorofila en las

hojas (Parida y Das, 2005).

Toxicidad iénica. En los terrenos salinos los iones dominantes son el Na" y el CI', el
cloro es un micronutriente esencial de las plantas superiores y el sodio es importante pero
no esencial para las plantas halofitas y C4. Cuando una concentracion mayor de la normal
esta presente en los suelos es cuando se produce un estrés salino. En la uva y varios
arboles frutales, un nivel bajo de NaCl (un nivel que no permite unas condiciones de
déficit de agua) produce una inhibicion del crecimiento y dafio en el follaje (Maas, 1993).
Los arboles del genero Citrus y varias leguminosas, como la soja, son muy sensibles a CI’
(Maas, 1993, Marschner, 1995). El Li" se encuentra en bajas cantidades en terrenos
salinos (30-50 ppm) y no es un nutriente esencial para las plantas (Deverel y Fujii, 1990).
Se conoce que los Citrus son sensibles a concentraciones bajas (0,1 mM) del LiCl (Pratt y

Suérez, 1990).

La acumulaciéon de Na' en el apoplasto de las hojas, que puede llegar alrededor de
500 mM, provoca una deshidratacion, pérdida de turgencia y muerte de las células de las
hojas (Yeo y Flowers, 1986). En hojas de guisante, la toxicidad del Na" y CI’, esta
asociada con la produccion de radicales superdxido (O;") y oxidacion de lipidos, lo que
sugiere que existe un estrés oxidativo (Hernandez et al., 1993, Hernandez y Almansa,
2002). Como se ha visto antes, el exceso de Na" disminuye la adquisicion de K', que es de
vital importancia para mantener la turgencia celular, el potencial de membrana y la
actividad de varias enzimas en la célula (Mahajan y Tuteja, 2005). Las plantas usan un
sistema de alta y baja afinidad para la toma de K' (Epstein et al., 1963) y el Na' puede
afectar el sistema de baja afinidad que tiene una baja selectividad K'/Na". Un simportador
H'/K" que media el transporte de baja y alta afinidad de K' es inhibido por NaCl (Fu y
Luan, 1998).

Las causas de la citotoxicidad del Na', Li" y Cl" no son muy claras. La respuesta
mas simple es que estos iones interrumpen procesos celulares importantes compitiendo o
reemplazando a otros iones, como K, Mg2+ 0 PO43', en los sitios de unidn de cofactores o
en la estabilidad i6nica de las enzimas (Bennett y Khush, 2003). Incluso las halofitas, que
acumulan grandes cantidades de Na" y CI en las células, tienen enzimas citosolicas que
son tan sensibles a Na" como las de glicofitas (Flowers et al., 1977). En el citoplasma, el

Na' inhibe la actividad de varias enzimas como la AtAHLI, implicada en la ruta de
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asimilacion de sulfato (Gil-Mascarell et al,, 1999) y posiblemente las enzimas
involucradas en la sintesis de proteinas (Flowers y Dalmond, 1992; Rausell et al., 2003).
El Li" inhibe las enzimas AtSALI y AtSAL2, fosfatasas de la ruta de los inositoles
(Quintero et al., 1996, Xiong et al., 2001) y proteinas involucradas en el procesamiento

del RNA (Forment et al., 2002).

Efectos secundarios del estrés salino

Estrés oxidativo. Las especies reactivas de oxigeno (ROS) tienen la capacidad de causar
danos oxidativos en lipidos, proteinas y DNA (Apel y Hirt, 2004) En plantas y células
vegetales, existen varias fuentes de produccion de ROS tales como mitocondrias,
peroxisomas, cloroplastos y el apoplasto (Bolwell et al., 2002, del Rio et al., 2002) que las
plantas pueden tolerar gracias a mecanismos de protecciéon que incluyen moléculas y
enzimas antioxidantes. Los mecanismos responsables de la generacion de ROS en
condiciones de estrés salino no se conocen. En fagocitos, la generacion de H,O, es
provocada por factores de crecimiento a través de la NADPH oxidasa de membrana
plasmatica (Rhee, 1999) y en plantas, las NADPH oxidasas son responsables de la
generacion de H,O, (Laloi et al., 2004). Sin embargo, el equilibrio existente entre la
produccion y la degradacion de ROS puede ser perturbado por diferentes estreses

abiodticos entre los que se encuentra el estrés salino (Apel y Hirt, 2004).

Existen varios trabajos donde se observa que el estrés salino podria producir ROS
en plantas (Tsugane et al., 1999, Menezes-Benavente et al., 2004, Foyer y Noctor, 2005,
Skopelitis et al., 2006, Cavalcanti et al., 2007), entre estas especies reactivas de oxigeno
se incluyen peroxido de hidrégeno (H,0,), radicales hidroxilo (OH") y aniones superdxido
(O2). Utilizando micromatrices, se ha observado en arroz un aumento de la expresion de
genes relacionados con la respuesta a estrés oxidativo en condiciones de salinidad (Chao
et al., 2005) y en la planta halofita Suaeda aegyptica se observo que enzimas relacionadas
con la tolerancia a estrés oxidativo se sobreexpresaban después de un estrés salino (Askari

et al.,20006).

Disminucion de la fotosintesis y respiracion. El nivel de salinidad y el area foliar son
inversamente proporcionales. Esta puede ser una de las razones por la cual la fijacion de
CO, y la pérdida de agua a través de las hojas disminuya; ademas, la respiraciéon nocturna
aumenta, lo que lleva a una ain mas drastica reduccion en la asimilacion neta de CO,

(Marschner, 1995). El estrés salino puede incrementar la tasa de respiracion de las raices,
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ya que las raices necesitarian compartimentar iones toxicos, mantener el potencial de

membrana y reparar los dafios celulares (Schwarz y Gale, 1981).

En hojas de batata, la salinidad provoca un aumento de la vacuolacion, un
hinchamiento del reticulo endoplasmatico y mitocondria, disminuciéon de las crestas
mitocondriales, fragmentacion de la vacuola y degradacion del citoplasma al entrar en
contacto con el citoplasma vacuolar (Mitsuya et al., 2000). La salinidad provoca un
redondeamiento de las células, una disminucion del espacio intercelular y una reduccion
en el nimero de cloroplastos en patata (Bruns y Hecht-Buchholz, 1990). La clorofila y los
carotenoides de las hojas disminuyen durante el estrés salino (Parida et al., 2004), sin

embargo, las antocianinas aumentan significativamente (Kennedy y De Fillippis, 1999).

Todos estos factores mencionados anteriormente contribuyen a una disminucion
en la actividad fotosintética de la planta sometida a estrés salino, que se pueden resumir
en: (1) reduccidon en la toma de CO;, (2) deshidratacion de la membrana celular que
reduce la permeabilidad a CO,, (3) toxicidad ionica, (4) disminucién del area foliar y
senescencia por efecto de la salinidad y (5) cambios en la actividad enzimatica debido a

cambios en la estructura citoplasmatica.

Cambios hormonales. Los cambios hormonales en respuesta a la salinidad son similares
a los que ocurren en condiciones de sequia; en estos casos, los niveles de citoquininas
disminuyen (Kuiper et al., 1990; Thomas et al., 1992, Fricke et al., 2006) y los niveles de
acido abscisico (ABA) se incrementan (Christmann et al., 2006). E1 ABA puede estar
involucrado en la regulacion del ciclo celular (Wang et al., 1998), ya que el estrés salino
afecta la expresion de genes del ciclo celular (Burssens et al., 2000). Sin embargo, el
mayor efecto de ABA es la estimulacion del cierre de los estomas, teniendo como
consecuencia una disminucion de la fotosintesis. El ABA también puede promover el
desarrollo de la raiz y la parte aérea en condiciones de estrés salino o sequia
disminuyendo la produccion de etileno (Sharp y LeNoble, 2002), que tiene un efecto
inhibitorio en la elongacion de la raiz y la expansion de las hojas. A nivel molecular, el
ABA induce la expresion de numerosos genes envueltos en la transduccion de sefial
(Rock, 2000) y modifica la expresion de genes que codifican canales de cationes (Pilot et

al., 2003).

Poliaminas como la putrescina, espermina y espermidina se acumulan en las

plantas en respuesta a un estrés salino (Krishnamurthy y Bhagwat, 1989; Maiale et al.,
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2004; Legocka y Kluk, 2005, Bagni et al., 2006), esta acumulacién puede ayudar a una
estabilizacion de las membranas, a un aumento en la sintesis de proteinas y a la

prevencion de la degradacion de acidos nucleicos (Marschner, 1995).

1.4 Mecanismos de adaptacion al estrés salino

El estrés salino induce modificaciones a todos los niveles de la estructura bioldgica de
la planta, desde la expresion de genes hasta la morfologia y desarrollo de la planta. Para
disminuir los efectos producidos por la salinidad, las plantas han desarrollado un conjunto de
mecanismos bioquimicos y moleculares que actian de forma individual, aditiva o sinérgica.
Como se ha visto anteriormente, la salinidad produce a nivel celular un efecto i6nico y un
efecto osmotico. El mecanismo principal para compensar el efecto osmotico es la

acumulacion de osmolitos compatibles en el citosol (Hasegawa et al., 2000).

Los mecanismos para la tolerancia especifica a iones toxicos durante un estrés salino
son de dos tipos: mecanismos que minimizan la entrada de iones toxicos en la planta y
mecanismos que disminuyen la concentracion de iones toxicos en el citoplasma. Para
disminuir la entrada y concentracion de iones toxicos a nivel intracelular se requiere el
funcionamiento de procesos que sean capaces de regular y controlar la adquisicion del ion
toxico y su expulsion, ademas de facilitar su compartimentacion en vacuola (Hasegawa et al.,
2000, Zhu, 2003). El estrés salino genera la aparicion de ROS, que deben de ser eliminados de
las células por medio de la induccion de ciertas enzimas antioxidantes tales como superéxido
dismutasa, catalasa, ascorbato peroxidasa y glutation reductasa (Xiong y Zhu, 2002). Todos
estos mecanismos deben ser regulados por un conjunto de moléculas y sensores que integran

vias de sefializacion en respuesta a estrés salino (Xiong y Zhu, 2002).
1.4.1 Exclusion e inclusion de iones toxicos

La adaptaciéon de las plantas mediante la exclusion de iones toéxicos requiere
mecanismos adicionales para evitar un déficit de agua en el interior de la célula, ya que una
concentracion de iones alta en el exterior de las células aumentaria la presion osmética y
provocaria la salida de agua de las células. La inclusion de iones toxicos en la planta requiere
de una alta tolerancia de las células a Na" y CI (por ejemplo, mediante compartimentacion

vacuolar) o evitando su acumulacién en tejidos importantes de la planta (Marschner, 1995).
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En las halofitas terrestres de la familia de las Chenopodiaceae, la tolerancia a la
salinidad esta basada en la inclusién de Na' (compartimentado en vacuolas) y su utilizacion
para el mantenimiento de la turgencia celular o para el reemplazo de K’ en algunas
actividades metabolicas (Marschner, 1995). Las especies halotolerantes Puccinellia peisonis,
Festuca rubra y Casuarina sp., en cambio, presentan un mecanismo de exclusion de iones
que contribuye a la tolerancia a salinidad, pero estas especies sufren problemas en el balance

de agua y ven muy afectado su crecimiento en terrenos salinos (Marschner, 1995).

En las glicofitas, donde se encuentran la mayoria de las especies cultivables, el
principal mecanismo para tolerar la salinidad es la exclusion de iones toxicos, aunque decir
que las glicofitas excluyen los iones toxicos es relativo, ya que toman iones toxicos pero en

mucha menor cantidad que las especies que usan el mecanismo de inclusion de iones toxicos.

Como ejemplos de cultivos que excluyen iones toxicos (Na” y CI) se conocen el trigo
(Munns, 2005) y el maiz (Marschner, 1995). La alubia, especie sensible a la salinidad, tiene
una alta eficiencia en la exclusion de Na' pero no de CI', y la acumulaciéon del CI es la
principal razon para su sensibilidad a estrés salino (Marschner, 1995). También en el caso de
Trifolium alexadrinum, una leguminosa forrajera, su tolerancia a la salinidad se atribuy6 a su

capacidad para excluir iones Na" y C1 (Ashraf y O’Leary, 1994).

No obstante, no debe considerarse la exclusion de iones toxicos como un mecanismo
general de las glicofitas para tolerar altas concentraciones salinas, ya que la cafia de azucar se
encuentra entre las especies que usan el mecanismo de inclusion de Na“ y CI” para tolerar la
salinidad (de forma similar a las halofitas), al igual que la cebada, que presenta también una

mayor tolerancia a la salinidad asociada a una mayor acumulaciéon de Na* (Marschner, 1995).

1.4.2 Flujo a través de la membrana plasmatica y compartimentacion de
iones toxicos

Los canales de cationes no selectivos (NSCC) son considerados los principales
sistemas de transporte para la incorporacion intracelular de Na" (Demidchik e al, 2002) y
posiblemente también de Li". Actualmente se desconoce el sistema de entrada de policationes
tales como poliaminas (norespermidina, espermidina, espermina) y antibidticos
aminoglucoésidos (higromicina B). Sin embargo se tiene hoy en dia mucha informacion acerca

de la entrada, salida y compartimentacion de Na" y CI” (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Movimiento de Na“, CI' y Li" a través de la raiz. El Na" puede entrar en la raiz a través de canales
NSCC o mediante transportadores del tipo HKT y LCT1. El CI entra a la célula mediante canales OR-DAACs o
a través de antiportadores. El Li" es posible que entre a la raiz a través de canales NSCC. El movimiento de
iones debe de realizarse a través del sistema simplastico, ya que el apoplasto presenta una barrera impermeable
en la endodermis llamada banda de Caspari. Una vez dentro de la célula, el Na" y el Li" pueden ser
compartimentados en la vacuola mediante antiportadores del tipo NHX, ademés el Na“ y Li+ pueden ser
transportados fuera de la célula también mediante antiportadores del tipo NHX. ElI CI' puede ser
compartimentado en vacuola mediante canales del tipo VCL o antiportadores, también puede ser transportado al
exterior de la célula a través de canales del tipo ARAC (canales de salida de aniones). Finalmente estos iones
pueden ser cargados en el xilema a través de canales de aniones en el caso del CI', canales NSCC para el Na” y
Li", y el antiportador SOS1 en el caso del Na". Multiples capas del cortex son indicadas como una célula
individual. En la figura se representan los transportadores (cuadrados), canales (circulos) y bombas de protones
(elipses).

Los iones de Na' pueden entrar en la célula a través de transportadores de Na' de alta
afinidad como HKT1 (Horie y Schroeder, 2004, Horie et al., 2007), canales de cationes no
selectivos (Demidchik et al., 2002, Essah et al., 2003) y transportadores de cationes de baja
afinidad (Schachtman ez al., 1997). HKT1 funciona como una via de toma de Na" en trigo,
donde la expresion antisentido de este transportador produce una disminucion en la entrada de
Na' a través de las raices y una mayor tolerancia a NaCl (Laurie et al., 2002). También en
Arabidopsis, mutantes de perdida de funcion de HKT1 suprimen la hipersensibilidad a Na"
que presenta el mutante sos3, sugiriendo que AtHKT1 actia como un sistema de entrada de
Na" (Rus et al., 2001). Plantas de arroz expuestas a estrés salino muestran una disminucioén en
los niveles de mRNA de HKTI, lo que plantea una regulacion donde la disminucion de la
expresion de HKT1 reduce la toma de Na'" en condiciones de estrés salino (Golldack et al.,

2002). Pero parece ser que HKT1 no tiene como funcién principal la toma de Na* del medio,
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ya que en los mutante hktl de Arabidopsis, el contenido de Na™ es mas elevado en la parte
aérea y mas reducido en la raiz (Berthomieu et al., 2003, Rus et al., 2004) por lo que se ha
planteado que AtHKT1 esta implicado en la regulacion de la distribuciéon de Na' entre raiz y

parte aérea (Berthomieu et al., 2003, Sunarpi et al., 2005).

El flujo de Na" hacia el exterior de la célula es un proceso dependiente de energia, en
el que la familia AHA de H'-ATPasas (Sze et al., 1999) genera un gradiente electroquimico
de H' a través de la membrana plasmatica que permite a los antiportadores Na'/H" acoplar el
movimiento pasivo de H' hacia dentro de la célula con la salida activa de Na' (Apse y
Blumwald, 2002). El mutante sos! de Arabidopsis fue aislado de un anélisis de mutantes
hipersensibles a NaCl (Wu et al., 1996), posteriormente se determind que SOS1 (AtNHX7)
codifica un antiportador Na'/H" de membrana plasmética (Shi ez al., 2000, Quintero et al.,
2002). La sobreexpresion de SOSI en plantas de Arabidopsis produce un aumento en la
tolerancia a la salinidad, lo que confirma la importancia de la salida de Na" de la célula para la
adaptacion a estrés salino (Shi et al., 2003). También se ha planteado que la funcion de SOSI
no es solo la extrusion de Na' de las células epidérmicas sino la regulacion de la distribucion
de Na' desde la raiz a la parte aérea (Shi et al., 2002, Berthomieu et al., 2003, Sunarpi et al.,
2005).

Un mecanismo importante para reducir la acumulacion de Na’ en el citosol es
transportarlo a la vacuola, donde el Na" no tiene contacto con las enzimas citosélicas; esta
compartimentacion de Na' en la vacuola ayuda a contrarrestar el bajo potencial osmético
extracelular creado por el estrés salino (Xiong y Zhu, 2002). El transporte de Na' al interior
de la vacuola es llevado a cabo por antiportadores Na'/H", los cuales utilizan el gradiente
electroquimico generado por las bombas de protones vacuolares H'-ATPasa y H'-
pirofosfatasa (H'-PPjasa). La compartimentacion vacuolar de Na' en plantas se lleva a cabo
mediante antiportadores del tipo NHX, en Arabidopsis, estos antiportadores vacuolares
forman una familia génica compuesta por 6 miembros AtNHX1-6 (Yokoi et al., 2002, Aharon
et al., 2003). Mutantes nhx! en Arabidopsis muestran un incremento en la sensibilidad a NaCl
(Apse et al., 2003). La sobreexpresion de AtNHXI en Arabidopsis, colza, tomate y algodon
produjo plantas transgénicas con mayor tolerancia a la salinidad (Apse ef al., 1999: Zhang y
Blumwald, 2001, Zhang et al., 2001, He et al., 2005). Un homologo de AtNHXI fue
identificado en arroz (OsNHXI) y su sobreexpresion produjo un aumento de la tolerancia a

salinidad (Fukuda et al., 2004).
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Se ha comprobado que AtNHX1 no solo transporta Na" al interior de la vacuola, sino
que también puede transportar K' y Li" (Venema et al., 2002, Apse et al., 2003, Yamaguchi
et al., 2003, Qiu et al., 2004). Finalmente, plantas transgénicas sobreexpresando At4VPI (H'-
PPjasa vacuolar) muestran un aumento en la tolerancia a la salinidad que correlaciona con un
incremento en el contenido de iones en la planta (Gaxiola et al., 2001). Este resultado sugiere
que un aumento en la bomba de protones vacuolar provee una fuerza motora adicional para la

acumulacion de Na" mediante el antiportador vacuolar NHX1 (Apse y Blumwald, 2002).

En el caso de Li", no se conocen los mecanismos de entrada pero es muy posible que
el Li" entre a la célula mediante canales de tipo NSCC. De lo que si hay constancia es de 2
antiportadores cation/proton que mantienen la homeostasis i6nica y actian en la
detoxificacion de Li", estos transportadores son GmCAX de soja (Luo et al., 2005) y
AtNHXS de Arabidopsis (An et al., 2007).

La entrada de Cl a las células en condiciones de estrés salino puede ser de forma
pasiva, ya que un exceso de Na' produce una depolarizacién de la membrana plasmatica
(Roberts, 2006). La toma de Cl” se produce para mantener la electroneutralidad en la toma de
Na', ademas de prevenir la excesiva depolarizacion de la membrana plasmatica inducida por
Na" (Roberts, 2006). Se ha propuesto que la depolarizacién de la membrana plasmatica
inducida por Na" activa los OR-DAACSs (canales rectificadores de salida de aniones activados
por depolarizacion) resultando en una entrada pasiva de Cl” en condiciones salinas (Skerret y
Tyerman, 1994, Diatloff et al., 2004, Zhang et al., 2004) que puede ser inhibida por cationes
di y trivalentes (Skerrett y Tyerman, 1994, Lorenzen et al., 2004). Sin embargo, cuando se
reestablezca el potencial de membrana, se necesitara un transporte activo para la toma de CI,

para lo que existen mecanismos simportadores H'/C1" en membrana plasmatica (Felle, 1994).

La salida de CI de las células epidérmicas y del cortex se realiza mediante canales de
salida de aniones (ARACs) que han sido descritos en raices de Arabidopsis (Kiegle et al.,
2000, Dauphin et al., 2001, Diatloff et al., 2004) y en pelos radiculares de Phaseolus vulgaris
y Vigna unguiculata (Dauphin et al., 2001). La compartimentacién de CI” en la vacuola puede
deberse a un transporte pasivo, ya que un potencial de membrana de +50 mV en la vacuola es
suficiente para facilitar la entrada de Cl" a través de un canal permeable de aniones
(Schroeder, 1995, Hechemberger et al., 1996, Czempinski et al., 1999, White y Broadley,

2001). Se ha identificado un canal vacuolar de CI" (VCL) en células oclusivas de Vicia faba
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(Pei et al., 1996). También se ha propuesto la presencia de un antiportador CI/H  en la

vacuola (White y Broadley, 2001).

1.4.3 Regulacion de la distribucion de Na" y CI' en la parte aérea

Para mantener una homeostasis idnica adecuada en la parte aérea, existen diversos
procesos que tienen como principal funcion restringir la acumulacion de Na” y CI” en células
y tejidos importantes para la planta. Estos procesos incluyen la regulacion del transporte de
Na' en la raiz y su liberacion al xilema (Zhu, 2002, Tester y Davenport, 2003), la reduccion
del contenido de Na' en la parte aérea por recirculacién a la raiz a través del floema
(Berthomieu et al., 2003, Tester y Davenport, 2003, Munns, 2005, Sunarpi et al., 2005), la
acumulacién de Na“ y CI en células metabdlicamente poco activas (Marschner, 1995), la
utilizacion de glandulas especializadas como sumideros salinos (Breckle, 2002) y la

acumulacion de Na' en hojas adultas (Marschner, 1995, Zhu, 2002, Munns, 2002).

Los iones transferidos al xilema en la raiz son transportados a la parte aérea por el
flujo de transpiracion de la planta (Munns, 2002, Munns, 2005). Una respuesta rapida de la
planta seria la reduccion del flujo transpiratorio mediante el cierre de los estomas, pero esta
solucion no se puede mantener a largo plazo ya que es necesaria la fijacion del carbono y el
transporte de solutos en la planta, procesos que estarian limitados por el cierre estomatico

durante periodos largos (Hasegawa et al., 2000).

A medida que avanza el flujo de agua por las células de la raiz disminuye el numero
de iones toxicos que entraran en la corriente de transpiracion, esto se debe principalmente a
que en las células de la raiz se lleva a cabo una compartimentacion de Na” y Li" en la vacuola
mediante los antiportadores cation/H" del tipo NHX (Blumwald, 2000, Qiu et al., 2004) y de
CI', como se explica en el apartado anterior. También, la disminucién en la acumulacion de
Na' en la parte aérea se puede llevar a cabo mediante la reduccion de la carga de Na" en el
xilema o por el aumento de la extraccion de Na' del xilema antes de que éste llegue a la parte
aérea (Tester y Davenport, 2003). Se conoce que el ABA inhibe la carga de CI en el xilema
(Gilliham y Tester, 2005), ademas, ABA estimula la salida de H' de las células del
parénquima xilematico hacia el xilema (Clarkson y Hanson, 1986) lo que tenderia, en
principio, a estimular la actividad de antiportadores Na'/H" en la membrana plasmatica de las
células parenquimaticas de xilema (Tester y Davenport, 2003), pero principalmente

. . _— ) N )
aumentaria el potencial de membrana disminuyendo la carga pasiva de Na' en el xilema.
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Se ha visto que las H'-ATPasas localizadas en la membrana plasmatica de la
endodermis son importantes en la carga de Na' en el xilema, ya que en Atriplex numularia la
adicion de NaCl incrementa los niveles de mRNA de una H'-ATPasa de membrana (Niu et
al., 1993), ademds un mutante de Arabidopsis que presenta una actividad reducida de una
H'-ATPasa endodérmica es sensible a estrés salino y presenta una mayor acumulacion de Na"
en la parte aérea en condiciones de salinidad (Vitart ef al., 2001) que posiblemente se deba a
una disminucién del potencial de membrana lo que produciria una carga de Na" en el xilema

de forma pasiva a través de canales.

También se ha comprobado que el inositol estimula la transferencia de Na' a la parte
aérea en la planta halofita Mesembryanthemum crystallinum (Nelson et al., 1999). El inositol
es sintetizado en las hojas en respuesta al estrés salino y es transportado a la raiz por el
floema, donde incrementa la carga de Na' en el xilema para facilitar una disminucién del
potencial osmoético en la parte aérea. Este aumento en el transporte de Na™ puede deberse a la
presencia de simportadores Na'/inositol (ITRs) ubicados en las vacuolas de las células de la
raiz de M. crystallinum; los ITRs son inducibles por estrés salino y se han encontrado

homologos en Arabidopsis (Chauhan et al., 2000).

Se ha propuesto un modelo del transporte de Na’ a la parte aérea en donde SOS1
cumple la funcion de carga de Na” en el xilema a nivel de la raiz cuando existen bajos niveles
de Na" en el xilema (~2 mM); mientras que en condiciones de estrés salino, donde la
concentracion de Na’ en el xilema es 10 veces mayor que en condiciones normales (~20
mM), SOS1 actlia descargando de Na' el xilema en la parte alta de la raiz (Shi et al., 2002,
Horie et al., 2004). Este modelo requiere una reversibilidad en la direccion del transporte de
Na' de SOSI en las células del parénquima del xilema; esta bidireccionalidad en el transporte
de Na' ha sido observada en el antiportador H'/Na" SOD2 de S. pombe (Hahnenberger et al.,
1996, Shi et al., 2002).

Finalmente, se ha propuesto un modelo para explicar la recirculacion del Na™ desde la
parte aérea hacia la raiz, donde HKT1 interviene en la carga de Na" al floema en la parte aérea
y en la descarga de Na' del floema en la raiz (Berthomieu et al., 2003; Horie et al., 2004).
Pero este modelo ha sido modificado Gltimamente y se propone que la funcién principal de
HKT]1 es recuperar parte del Na' del xilema en la raiz durante un estrés salino para evitar la

acumulacion de Na' en la parte aérea (Sunarpi ef al., 2005, Davenport et al., 2007).
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1.4.4 Moléculas, sensores y vias de sefializacion que regulan la homeostasis

1onica

Los efectos del estrés salino incluyen un componente idénico y un componente
osmotico, €éste ultimo incluye efectos mediados por ABA. Las vias de sefializaciéon que se
originan por el componente idnico del estrés salino conocidas hasta ahora estan circunscritas
especificamente al Na'"; no se sabe casi nada acerca del efecto del Cl" y menos aun del efecto
del Li" y policationes en estas vias de sefializacion. Ademas, los mecanismos de percepcion
del estrés salino no se conocen, pero pueden incluir proteinas receptoras especificas de iones o
canales inducidos por estrés salino (Tester y Davenport, 2003). Las vias de sefalizacién
activadas por el estrés salino, desde el sensor o receptor que percibe el estrés salino hasta la
alteracion de la actividad de una proteina especifica o la trascripcion de un gen, estdn
compuestas por moléculas que actian como segundos mensajeros, proteinas de fosforilacion y
defosforilacion que actian en cascadas de sefializacion y factores de transcripcion (Hasegawa
et al., 2000, Schroeder et al., 2001, Xiong y Zhu, 2002, Tester y Davenport, 2003,
Chinnusamy et al., 2004).

Actividad citosdlica y extracelular del Ca®*

Se conoce que la adicion extracelular de Na* induce el aumento transitorio del Ca®"
libre citosélico (Sanders et al., 1999; Knight, 2000). La fuente de este Ca®" citosélico puede
ser intracelular o extracelular y se debe a los cambios en la actividad de canales y
transportadores de Ca’" ubicados en la membrana plasmatica, tonoplasto y membranas
internas (Muir y Sanders, 1997; Tester y Davenport, 2003). Se ha demostrado que el estrés
osmético induce la actividad del canal de Ca*" activado por IP3 (Knight ez al. 1997, Takahashi
et al, 2001) y que la aplicacion exégena de IP; produce una liberacion de Ca** de las vacuolas
al citoplasma (Schumaker y Sze, 1987, Allen et al., 1995, DeWald et al., 2001), aumentando

., + . ;g
en ambos casos la concentracion de Ca>" citosolico.

Una vez que el nivel de Ca®" citosolico aumenta como consecuencia de un estrés
salino, éste puede actuar como segundo mensajero de la transmision de sefial en la cascada de
sefializacion de proteinas SCaBPs (proteinas con sitios de union a calcio similares a SOS3),
como molécula sefial de las proteinas CDPKs (proteinas quinasas dependientes de calcio),
como molécula sefial para la induccion de la actividad de las acuaporinas o puede inducir el
cierre de los plasmodesmos (Holdaway-Clarke ef al., 2000, Reddy, 2001, Gerbeau et al.,
2002, Zhu, 2003, Chinnusamy et al., 2004, Hirschi, 2004).
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Un aumento en la concentracion externa de Ca®" puede estimular la actividad de la H'-
ATPasa de la membrana plasmatica via proteinas quinasas activadas por calmodulina/Ca*"
(Klobus y Janicka-Russak, 2004). Bajo estrés salino, el incremento de la actividad de la H'-
ATPasa es necesario para repolarizar la membrana (que se depolariza por la entrada de Na"),
ademas la salida de Na" a través del antiportador SOS1 requiere de la actividad H'-ATPasa
(Shabala et al., 2006). El Ca*" extracelular también produce una proteccion a largo plazo
contra el estrés salino estabilizando los componentes de la pared celular, asi como los lipidos

y proteinas de la membrana plasmatica (Kinraide, 1998; Cramer, 2002).

La tolerancia al estrés salino no esta basada solo en la restriccion de la entrada de Na"
al citosol, sino también en el mantenimiento de un alto nivel en la tasa de K'/Na" citosélico
(Maathuis y Sanders, 1999, Chen ef al., 2005) y es sabido que el Ca*" extracelular favorece la
toma de K' y aumenta la selectividlad K'/Na" en el transporte a través de la membrana
plasmatica, en condiciones de estrés salino (Maathuis y Sanders, 1999, Zhu, 2003). Asi
tenemos que el Ca®” extracelular disminuye la toma de Na' al interior de la célula a través de
la inhibicién de los canales de cationes no selectivos (NSCCs) presentes en la membrana
plasmatica (Demidchik et al., 2002, Tester y Davenport, 2003) y también una elevada
concentraciéon de Ca’" externo disminuye la salida de K* de la célula, a través de la inhibicion
de canales rectificadores de salida de K', en condiciones de estrés salino (Shabala et al.,

2006).
Fosforilacion y defosforilacion de proteinas

Existe un gran numero de proteinas quinasas y fosfatasas en plantas que
probablemente estan relacionadas con la respuesta al estrés salino (Xiong et al., 2002) y es
posible que alguna histidina quinasa unida a membrana pueda actuar como sensor de Na', de
manera similar a como ocurre en la cianobacteria Synechocystis (Marin et al., 2003). Como
ejemplos de quinasas y fosfatasas envueltas en la respuesta a estrés salino tenemos, la
glicogeno sintasa quinasa AtGSK1 (Piao et al., 2001), las fosfatasas metabolicas SLT1 y la
familia HAL2 de Arabidopsis (Gil-Mascarell et al., 1999, Matsumoto et al., 2001), las
proteinas CDPKs (Saijo et al., 2000, Chinnusamy et al., 2004, Ludwig et al., 2004), la
proteina quinasa SOS2 de Arabidopsis (Halfter et al., 2000), cascadas de sefializacion de
MAPK (Ichimura et al., 2000, Chinnusamy et al., 2004, Nakagami et al., 2005), proteinas

histidina quinasas de dos componentes (Urao et al., 1999, Hwang et al., 2002) y proteinas
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fosfatasas activadas por calmodulina/Ca*" (Pardo et al., 1998, Kudla et al., 1999; Ma et al.,
2005).

Funcion de la via SOS en el transporte de Na"

La cascada de sefializacion de SOS dependiente de Ca’" es una de las vias de
sefializacidn mejor caracterizadas que regula la homeostasis i6nica (Qiu et al., 2002, Zhu,
2003). SOS1, SOS2 y SOS3 son los componentes fundamentales de esta via. SOS3 es un
sensor de Ca’" que codifica una proteina de unién a Ca>" (ScaBP) con un motivo de N-
miristoilacion y tres sitios de unién a Ca*" del tipo “EF hand”. Esta proteina se activa por
medio de variaciones en la concentracion de Ca*" intracelular (Liu y Zhu, 1998, Ishitani et al.,
2000). SOS3 interacciona fisicamente y activa a SOS2, una serina/treonina proteina quinasa
(Halfter et al., 2000) y este complejo SOS3/SOS2 activa mediante fosforilacion al
antiportador Na'/H" SOS1 (Quintero et al., 2002, Zhu, 2003). La miristoilacion de SOS3 es
critica en este proceso, ya que esto permite a SOS3 “reclutar” a SOS2 y llevarlo a la

membrana plasmatica donde fosforilara a SOS1 (Ishitani et al., 2000, Quintero et al., 2002).

Se ha sugerido que la via SOS (Figura 1.9) puede tener otras funciones (Chinnusamy
et al., 2004, Shabala et al., 2005). Se ha planteado que el complejo SOS3/SOS2 puede
prevenir la entrada de Na' inactivando la proteina HKT1 o disminuyendo su expresion
durante un estrés salino (Zhu, 2002). Ademas, la actividad de los antiportadores vacuolares
Na'/H" del tipo NHX puede ser activada por el complejo SOS3/SOS2 (Qiu et al., 2003).
También se ha visto que SOS2 puede activar el antiportador Ca*'/H" vacuolar CAX1, aunque
se piensa que en condiciones de estrés salino, SOS2 puede interaccionar con otra proteina de

la familia ScaBP, diferente a SOS3, evitando la interaccion SOS2/CAXI1 (Cheng et al., 2004).

Finalmente se ha propuesto que SOS1 puede funcionar como un sensor de Na' e
independientemente de la activacion por el complejo SOS2/SOS3 (Zhu, 2002, Shabala ef al.,
2005). Ademas SOS1 podria directamente regular el transporte de K~ en la membrana
plasmatica mediante la inhibicion directa de un canal rectificador de salida de K" (KORC) o a

través de una H'-ATPasa (Shabala et al., 2005).
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Figura 1.9 Regulacion de la homeostasis idnica mediante la via SOS durante un estrés salino.
Lineas continuas indican rutas conocidas, lineas discontinuas indican rutas propuestas.
(Chinnusamy et al., 2004; Shabala et al., 2005).

Factores de trascripcion

La respuesta al estrés salino requiere de la actividad de factores de trascripcion que se
unan a secuencias concretas en la region promotora (Figura 1.10) para inducir la trascripcion
de genes que actuardn para aminorar los sintomas del estrés salino (Xiong, 2002). Las
regiones promotoras de estos genes incluyen elementos de respuesta a deshidratacion (DREs),
elementos de respuesta a ABA (ABRESs) y regiones MYCRS/MYBRS, que probablemente
participan en la respuesta a la planta al estrés osmotico antes que al efecto especifico del Na"
(Tester y Davenport, 2003); varias proteinas de union a estos elementos han sido identificadas
(Hasegawa et al., 2000, Uno et al., 2000, Zhu, 2002, Mahajan y Tuteja, 2005). La
sobreexpresion constitutiva de factores de trascripcion genera una expresion constitutiva de
genes inducidos por estrés con un incremento en la tolerancia a estreses abiodticos (Guo et al.,
2004, Kitashiba et al., 2004, Villalobos et al., 2004, Wang et al., 2004;). Sin embargo, es
posible que esta sobreexpresion constitutiva produzca plantas de reducido tamafio en
condiciones normales (Liu et al., 1998), asi que estos factores de trascripciéon se han
expresado usando un promotor inducible por estrés mejorando asi la inhibicion del

crecimiento en condiciones normales (Kasuga et al., 1999).
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FIGURA 1.10. Diferentes factores de transcripcion involucrados en la respuesta a frio, sequia y salinidad.
La via de sefializacion del estrés osmotico es generada por la sequia y salinidad y es mediada por los factores de
transcripcion DREB2A, DREB2B, bZIP, MYC y MYB que interactuan con las secuencias DRE/CRT, ABRE o
MYCRS/MYBRS de la region promotora de los genes inducidos por estrés (Mahajan y Tuteja, 2005).

1.4.5 Produccion de osmolitos

La principal respuesta de las células vegetales a una disminucién en el potencial
osmotico externo es la sintesis y acumulacion de metabolitos Ilamados osmolitos. Estos
osmolitos son pequefias moléculas neutras que no son toxicas para la célula a niveles molares,
mantienen el balance osmatico de la célula y debido a su caracter hidrofilico pueden sustituir
al agua en la superficie de proteinas y membranas para estabilizar su estructura (Hasegawa et
al., 2000, Valliyodan y Nguyen, 2006). Son osmolitos los azlicares no reductores (sacarosa,
trehalosa, rafinosa, fructanos), azucar-alcoholes (glicerol, manitol, sorbitol, ononitol),
metabolitos anfotéricos (glicina-betaina), aminoacidos (prolina, carnitina, glutamato, ectoina),
e incluso los iones K" tienen un efecto protector similar a los osmolitos (Hasegawa et al.,
2000, Mahajan y Tuteja, 2005, Valliyodan y Nguyen, 2006). La introduccion de vias de
sintesis de osmolitos en las plantas produce un aumento en la tolerancia a estrés salino
(Rathinasabapathi et al., 2000, Garg et al., 2002, Silveira et al., 2003, Yonamine et al., 2004,
Waditee et al., 2005).

Se ha observado que una baja concentracion de osmolitos también produce un
aumento de la tolerancia a estreses abioticos, sin embargo esta baja concentracion no podria

disminuir el potencial osmético de la célula y mantener un movimiento de agua y turgencia
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adecuado. Por esto se ha planteado que los osmolitos podrian acumularse en tejidos o células
especificas de la planta y no en toda la planta, o que sea la ruta metabdlica de produccion del
osmolito mas importante que la acumulacion per se (Hasegawa et al., 2000). Otra explicacion
seria que los osmolitos estuvieran implicados en la prevenciéon de la produccion de radicales
de oxigeno y/o en la eliminacion de ROS (Noctor y Foyer, 1998, Hasegawa et al., 2000,
Xiong y Zhu, 2002).

1.4.6 Respuesta antioxidante en condiciones de estrés salino

Las plantas, en respuesta a la generacion de ROS producida por un estrés salino,
sintetizan un conjunto de moléculas antioxidantes de bajo peso molecular como acido
ascorbico, glutation reducido, tocoferoles y carotenoides; ademds, aumentan la expresion de
enzimas antioxidantes como superoxido dismutasas (SOD), catalasas (CAT), ascorbato
peroxidasas (APX), glutation S-transferasa (GST) y glutation peroxidasa (GPX) para
transformar en compuestos inocuos las ROS (Apse y Blumwald, 2002, Xiong y Zhu, 2002).

El mutante pst/ de Arabidopsis, obtenido de un analisis en busca de mutantes
tolerantes a estrés salino, presenta tolerancia a salinidad asociada al incremento de la
detoxificacion de ROS, ya que este mutante ps¢/ presenta una mayor actividad de las enzimas
SOD y APX (Tsugane et al., 1999). Del mismo modo, se ha visto que la sobreexpresion en
tabaco de un gen con actividades GST y GPX mejora la tolerancia a salinidad de dichas

plantas (Roxas et al., 1997, Roxas et al., 2000).

En la especie tolerante a sal Lycopersicon pennellii se ha correlacionado su inherente
tolerancia a estrés salino y oxidativo con una mayor actividad de SOD y APX (Mittova et al.,
2002). Se ha incrementado la tolerancia al estrés salino en arroz sobreexpresando la
superoxido dismutasa dependiente de manganeso (Mn-SOD) de levadura (Kaminaka et al.,
1999). También se ha observado que plantas transgénicas de tabaco que sobreexpresan el gen
ANPI son mas tolerantes a estrés salino y a otros estreses abiodticos (Kovtun et al., 2000).
ANPI codifica una MAPKKK, que forma parte de una cascada de sefalizacion MAPK que
incrementa la expresion del gen GST en las plantas transgénicas que sobreexpresan ANPI. Asi
que se ha planteado una hipdtesis donde la inducciéon de las enzimas antioxidantes en

respuesta a estrés salino y osmdtico es mediada por una cascada de sefializacion MAPK

(Chinnusamy et al., 2004).
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1.5 El empleo de sistemas modelo en biologia molecular

En la investigacion bioldgica, siempre ha sido necesario el uso de sistemas vivos para
comprobar o refutar modelos tedricos. En un principio, los investigadores usaban como
modelos los organismos, plantas o animales que tenian a mano o eran mas manejables; pero
con el tiempo, los esfuerzos realizados en un determinado campo de investigacion tienden a
concentrarse en una especie concreta. Los sistemas modelos no necesariamente deben de ser
organismos con interés industrial o agronémico, simplemente son organismos que tienen un
conjunto de caracteristicas apropiadas para dilucidar procesos y mecanismos biologicos. Los
sistemas modelo de nuestro tiempo son aquellos organismos con una gendmica, biologia
molecular, genética y bioquimica altamente desarrollada que permite establecer correlaciones

entre fenotipos genes y proteinas.

Se ha dicho en reiteradas ocasiones que los organismos usados como sistemas modelo
no son utiles para la investigacién ya que los conocimientos obtenidos usando estos sistemas
(“ciencia basica”) muchas veces no son extrapolables a otros organismos y que seria mejor
usar organismos de interés industrial o agrondmico como sistemas modelo para asi aplicar
directamente los resultados obtenidos (“ciencia aplicada™). La busqueda y aplicacion de
caracteristicas deseables en organismos de interés es importante, pero deja de lado varias
preguntas importantes que cualquier investigador serio se plantea: ;como actia la
caracteristica mejorada?, ;qué mecanismo emplea el organismo para lograr su cometido?,
(existe una interaccion con otros mecanismos o rutas metabdlicas?. Y aqui es cuando
interviene la ciencia basica, que nos permite responder a las preguntas anteriores y por ende
obtener un mayor conocimiento global de lo que esta sucediendo lo que nos llevaria a una,

muy posible, nueva mejora del organismo de interés.

El aumento de almiddn en los tubérculos es importante como fuente de carbohidratos,
para ello se puede aumentar la expresion del gen ADP-glucosa pirofosforilasa (AGP) y por lo
tanto incrementar la cantidad de ADP-glucosa (ADPG), precursor del almidon. Esto es un
ejemplo de ciencia aplicada, donde la introduccion de un gen produce el incremento en la
cantidad de almidon; pero, estudiando los mecanismos de produccion de ADPG (ciencia
basica) se ha podido descubrir que la produccion de ADPG depende de la disponibilidad de
sacarosa, la cual entra a la célula por transportadores de sacarosa, entonces seria posible un
aumento en la cantidad de almidon regulando la entrada de sacarosa en las células. Este es un

ejemplo de como la ciencia bésica es importante para poder mejorar un organismo de interés
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(patata) y no solo un entretenimiento de los investigadores con resultados interesantes pero no

aplicables.

1.5.1 Arabidopsis thaliana como sistema modelo

En el estudio de la biologia molecular de plantas se ha impuesto el uso de Arabidopsis
thaliana como sistema modelo (Meyerowitz, 1989). Arabidopsis thaliana es una planta
autdbgama que pertenece a la familia de las cruciferas; aunque no tiene importancia
agrondmica tiene la ventaja sobre bacterias y levaduras de ser un organismo pluricelular, lo
que permite abordar estudios de respuesta integrada frente a un estrés (Zhu, 2000), ademas
presenta una serie de cualidades que la hacen muy apropiada como sistema modelo: un
tamafo pequeiio (30-40 cm de altura), un ciclo de vida corto (2-3 meses), una elevada
produccion de semillas (>10000 semillas/planta), un genoma pequefio (125 Mb/haploide), un
bajo porcentaje de secuencias repetitivas de DNA (10-15%), facilidad para conseguir
mutantes mediante métodos quimicos o moleculares, disponibilidad de técnicas de mapeo

estandarizadas y eficiente sistema de transformacion (Meyerowitz, 1989).

Su empleo como sistema modelo ha contribuido a aumentar el nimero de marcadores
moleculares en su genoma, lo que ha facilitado la tarea de aislar genes mutados. También se
han obtenido colecciones de lineas mutantes por insercion de T-DNA, que se encuentran
disponibles en centros como el European Arabidopsis Stock Center (NASC) y son muy utiles

en trabajos de gendmica funcional (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress). Finalmente,

Arabidopsis thaliana es la primera planta superior cuyo genoma ha sido completamente

secuenciado (The Arabidopsis Genome Initiative, 2006).

1.5.2 Uso de A. thaliana en estudios de estrés salino

Como se ha visto en el apartado 1.3.1, las plantas halofitas son mas tolerantes a la sal
que las plantas glicofitas (donde se incluye A. thaliana) por lo que seria mas conveniente usar
una halofita como modelo en la busqueda de genes y mecanismos de tolerancia a estrés
salino. Actualmente varios grupos emplean una planta halofita llamada Thellungiella
halophila para el estudio del estrés salino (Inan et al., 2004, Taji et al., 2004, Gong et al.,
2005, Vera-Estrella et al., 2005, Wong et al., 2006). Thellungiella halophila es una planta
nativa de la zona costera del este de China que presenta una morfologia y ciclo de vida muy

similar a A. thaliana, ademas de ser especies muy relacionadas (>90% de homologia en
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secuencias de cDNA). Esta halofita presenta 2 caracteristicas que la pueden convertir en un
modelo de estudios de salinidad en un futuro. La primera es que presenta un genoma
relativamente pequefio (el doble de Arabidopsis) y la segunda es que puede ser transformada
por inmersion floral (Bent, 2000), lo que permite la obtenciéon de mutantes insercionales de
T-DNA vy la posterior identificaciéon y clonacion de genes relacionados con la tolerancia a

salinidad (Zhu, 2001).

Dado que A. thaliana es una planta glicofita sensible al dafio producido por la
salinidad se podria inferir que no es un organismo modelo adecuado para el estudio de
mecanismos de tolerancia a salinidad. Sin embargo, investigaciones realizadas con plantas y
suspensiones celulares de tabaco y alfalfa establecieron que las glicofitas también son capaces
de adaptarse al estrés salino, siempre y cuando dicho estrés ocurra de un modo paulatino y
con incrementos moderados (Xiong y Zhu 2002). Se puede concluir que las glicofitas tienen
en su genoma genes para la tolerancia a la salinidad, aunque no funcionan de forma eficaz sin
una adaptacion previa y que todas las especies vegetales poseen cierto grado de tolerancia al
estrés salino junto con una conservacion de los elementos adaptativos claves entre halofitas y
glicofitas. En resumen, las diferencias en la tolerancia a estrés salino entre halofitas y
glicofitas parecen ser cuantitativas mas que cualitativas. Esto hace que el trabajo con

Arabidopsis sea tan valido como con cualquier planta halofita (Xiong y Zhu, 2002).

1.5.3 Estrategias para la identificacion de genes involucrados en la
tolerancia a estrés salino en Arabidopsis thaliana

Existen diversas estrategias empleadas para identificar genes involucrados en el estrés
salino que se pueden agrupar en 3 clases: bioquimicas, basadas en el perfil de expresion y

genéticas (Xiong y Zhu, 2002).

La estrategia bioquimica se basa en un conocimiento previo de una enzima en
particular o ruta metabolica que es importante en la tolerancia a la salinidad donde los genes
de interés son sobreexpresados y/o mutados y se analizan los fenotipos de la planta
transgénica; este tipo de analisis se conoce como genética reversa. Mediante esta estrategia
se han caracterizado en Arabidopsis los genes HKT1 (Uozumi et al., 2000), NHXI (Apse et
al.,1999), el sensor de calcio CBL1 que regula la respuesta a NaCl (Cheong et al., 2003) y la
flavoproteina Hal3 (Espinosa-Ruiz ef al., 1999).
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La estrategia del perfil de expresion genético se basa en comparar el nivel de
expresion de los genes en condiciones de estrés salino con su nivel de expresion en ausencia
de estrés. Los genes que muestran o bien una activacién o una represion en condiciones de
estrés son clonados para su posterior analisis. Un inconveniente de esta técnica es que varios
genes criticos para la tolerancia a salinidad de la planta no son inducidos por estrés salino;
ademas, varios de los genes inducidos pueden no ser importantes en la tolerancia a salinidad y
ser solo artefactos que estdn presentes como consecuencia de un dafio general en la planta
(Xiong y Zhu, 2002). Actualmente se emplea la técnica de los micromatrices para el anélisis

de la expresion de genes a gran escala.

Por ultimo, la estrategia genética utiliza la variacioén natural o inducida que presentan
las plantas de Arabidopsis y que les confiere tolerancia al estrés salino. Esta estrategia se basa
en encontrar primero el fenotipo deseado y luego determinar el gen o ruta involucrado, este
tipo de abordaje se conoce como genética directa. Una mutacion genética puede ser creada
usando agentes mutdgenos como el etil metano sulfonato (EMS), rayos ultravioleta,
transposones y T-DNA. La mutacion de los genes involucrados en la tolerancia a salinidad
produciré plantas con menor tolerancia que las plantas silvestres (a menos que el gen mutado
sea funcionalmente redundante), este es el caso de los mutantes sos que fueron aislados por su
hipersensibilidad a NaCl (Wu et al., 1996). También es posible encontrar mutantes con
aumento de la tolerancia a salinidad, como en el caso de los mutantes del gen ABA2 (Quesada
et al., 2000, Gonzélez-Guzman et al., 2002) que fueron aislados por su tolerancia a NaCl. Es
importante mencionar también el empleo de genes delatores bajo el control de promotores
inducibles por estrés para la identificacion de reguladores negativos, que al ser mutados
produciran un fenotipo de tolerancia a salinidad, como el caso de FRY1/SALI (Xiong et al.,

2001).

Finalmente, es necesario sefalar que pueden ser aplicadas otras estrategias, como la
complementacion en levaduras de una biblioteca de cDNAs de Arabidopsis, siendo obtenidos
por este método los factores de trascripcion STO y STZ (Lippuner et al., 1996), la MAP
quinasa quinasa MKK2 (Teige et al., 2004) y dos proteinas de “splicing” AtRCY1 y AtSRLI
(Forment et al., 2002).
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1.5.4 Activacion transcripcional en Arabidopsis thaliana

Uno de los agentes mutdgenos mas empleados es el EMS, pero las lineas obtenidas
con este mutdgeno presentan varios inconvenientes para un analisis funcional rapido y
completo. EI EMS no produce una sola mutacion puntual, sino que produce decenas de
mutaciones a lo largo de todo el genoma; ademads, generalmente las mutaciones por EMS son
recesivas y el tinico modo de aislar el gen mutado es mediante un mapeo posicional, técnica
que resulta larga y laboriosa. La mutagénesis insercional por T-DNA se emplea como una
mejor alternativa al uso de EMS, ya que la introduccion de T-DNA mediante A. tumefaciens
en la planta genera una o pocas inserciones en el genoma, ademas, el gen mutado queda
“marcado” por el T-DNA y es mas facil su posterior localizacion en el genoma. Pero existe
una gran desventaja: las mutaciones generadas siguen siendo en su mayoria recesivas (pérdida
de funcion); la mutacion por pérdida de funcidn presenta limitaciones al realizar un rastreo, ya
que si existe una redundancia génica (dos o mas genes con funciones similares llamados
homologos), una pérdida de funcion en un gen de interés no se detectaria porque puede ser
reemplazada por otro gen homodlogo. También puede darse el caso de que la pérdida de
funcion de un gen resulte letal, por lo que no sea posible el analisis del mutante resultante y

por tanto identificar la funcidén de dicho gen.

La activacion transcripcional es una técnica de mutagénesis insercional por T-DNA
que permite obtener mutantes dominantes (ganancia de funcion). Esta técnica estd basada en
la insercion en el genoma de Arabidopsis de un T-DNA que contiene repeticiones en tindem
del activador transcripcional 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV), asi, los
activadores transcripcionales, presentes en el T-DNA, incrementaran la expresion de los genes
adyacentes al lugar donde esta insertado el T-DNA en el genoma (Weigel et al., 2000). Esta
técnica ha permitido obtener varios mutantes dominantes por incremento en la expresion
génica (Ito y Meyerovitz, 2000, Borevitz et al., 2000, Huang et al., 2001, Li et al., 2002,
Schomburg et al., 2003, Xia et al., 2004, Ward et al., 2005, Koch et al., 2006). Lo ideal es
tener la insercion del T-DNA en una region intergénica; aunque, el T-DNA con los
activadores transcripcionales puede insertarse en medio de un gen, interrumpiéndolo, lo que

generaria mutaciones recesivas y de pérdida de funcion.
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1.6 Policationes como herramientas para dilucidar los
mecanismos de la tolerancia al estrés salino

Como se ha visto en los apartados anteriores, existe una gran variedad de canales y
transportadores involucrados en la homeostasis idnica, donde se incluyen ademas los
transportadores y canales de K', los cuales son revisados en el apartado 1.8. Es importante
hacer notar que estos transportadores y canales de iones trabajan bajo el control de proteinas
y/o cascadas de sefalizacion variadas, por lo que su actividad puede estar regulada por uno o
varios estreses (sequia, frio, salinidad, calor, etc.). Asi que desde que el “sensor siente el
estrés” hasta que se produce la respuesta adecuada, se deben activar una serie de rutas de
sefalizacion, perfectamente coordinadas. Como vemos, no solo la gran cantidad de canales y
transportadores involucrados en la homeostasis i6nica es ya de por si una complicacion para
conocer la funcion e importancia de cada uno, sino que ademas la implicacion de cascadas de
senalizacion (donde se incluyen “sensores de estrés”, segundos mensajeros, proteinas
quinasas y fosfatasas y factores de trascripcion) hace atin mas dificil la dilucidacion de los
mecanismos de tolerancia a estreses abioticos. En el caso de la salinidad, existe un problema
adicional, ya que a las cascadas de sefalizacion activadas por el efecto toxico del Na', hay

que anadir las cascadas de sefalizacion activadas por el efecto osmético.

La manera mas simple de encontrar genes implicados en la tolerancia a la salinidad
consiste en realizar un rastreo de una coleccion de mutantes en un medio con una alta
concentracion de NaCl y asi poder obtener individuos que sean capaces de germinar y/o
crecer en estas condiciones. Este planteamiento se ha llevado a cabo en 3 experimentos
independientes, para los cuales se emplearon colecciones de semillas de Arabidopsis thaliana
mutagenizadas, donde se obtuvieron 4 mutantes ser (salt resistant) capaces de germinar en
200 mM de NaCl (Gonzalez-Guzman et al., 2002, Gonzalez-Guzman et al., 2004), 17
mutantes sa7i (salobrefio) que germinan en medio con 250 mM de NaCl (Quesada et al., 2000)
y 1 mutante sto (salt tolerant) capaz de germinar en 145 mM NaCl (Ruggiero et al., 2004).
Como se ha mencionado, estos mutantes fueron aislados por su capacidad de tolerar altas
concentraciones de NaCl, por lo que en un primer momento se pensd que podian estar
involucrados en la tolerancia al estrés i6nico, pero analisis posteriores permitieron descubrir
que casi todos estos mutantes, aislados en un medio con alta concentraciéon de NaCl, eran

tolerantes al estrés osmatico y no al estrés idnico per se.
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De hecho, los analisis de complementacion revelaron que los mutantes srel-1, srel-2,
san3-1 'y san3-2 son alelos del gen ABA2, implicado en la biosintesis de acido abscisico
(Gonzalez-Guzman et al., 2002) y que los mutantes sre2-1 y sre2-2 son alelos del gen A403,
enzima que cataliza el paso final de la sintesis de acido abscisico (Gonzalez-Guzman et al.,
2004). Un mapeo posicional permitié6 determinar que el mutante saii5 es un alelo del gen
ABI4, implicado en la trasduccion de sefial de ABA (Quesada et al., 2000) y un andlisis de
TAIL-PCR permitié descubrir que el mutante sto/ es un alelo del gen NCED3, gen implicado

también en la sintesis de acido abscisico (Ruggiero et al., 2004).

En estos experimentos, donde se usa una alta concentracion de NaCl, se produce un
estrés 16nico y un estrés osmoético que inhiben la germinacion de las semillas. Los mutantes
sre, san y sto son incapaces de percibir el estrés osmotico, ya que se conoce que la percepcion
de la senal por estrés osmotico tiene como elemento principal al ABA (Xiong et al., 2002), y
por tanto, estos mutantes son capaces de germinar en presencia de sal. De este modo, los
mutantes en la sintesis o sefalizacion de ABA son los candidatos mas probables para ser

identificados en analisis genéticos de germinacion realizados en medios con alto NaCl.

Para evitar la aparicion de candidatos tolerantes al estrés osmoético cuando se realiza
un analisis genético en busca de mutantes resistentes al estrés salino, se deberia plantear la
busqueda de mutantes sensibles a dicho estrés, ya que en este caso la cantidad de NaCl,
empleada en el medio de seleccion, es mucho menor. Este planteamiento se realizd para la
obtencion de los genes de la via SOS en Arabidopsis (Wu et al., 1996) y los mutantes tss de
tomate (Borsani et al., 2001), aunque en el caso de los mutantes zss, se observo que el mutante
tss2 es un regulador negativo de la senalizacion mediada por ABA (Borsani et al., 2001,
Rosado et al., 2006). Esto puede deberse a que para encontrar individuos de tomate sensibles

a NaCl, se usa una concentracion alta de NaCl, que puede crear un efecto osmotico.

Si el principal problema de usar NaCl en la blisqueda de genes involucrados en la
toxicidad idnica es la alta concentracion de NaCl necesaria (lo cual provocaria la aparicion del
efecto osmotico), deberian utilizarse otros cationes que sean toxicos para la planta a
concentraciones mucho menores que el Na’. Un cation que cumple este requisito es el litio, el
Li" es un analogo del Na“ pero mucho mas toxico por lo que se puede usar una menor
cantidad para producir una toxicidad iénica (20-25 mM). El Li" ha sido usado como agente de
seleccion para encontrar mutantes resistentes en Arabidopsis (Nifioles, 2005) y levaduras

(Goossens et al., 2000, Forment ef al., 2002). También es posible el uso de policationes como
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las poliaminas (espermina, espermidina, putrescina) para encontrar mutantes tolerantes al
estrés salino, ya que las poliaminas son muy toéxicas a concentraciones bajas. En Arabidopsis,
existe solo un trabajo donde se emple6 una poliamina como agente de seleccion para
seleccionar mutantes resistentes, en este caso se empleo 0,35 mM de espermina y se
obtuvieron 14 mutantes tolerantes a espermina pero que no presentaban fenotipo a
espermidina o putrescina (Mirza y Igbal, 1997). En levaduras se han identificado genes de la
regulacion del transporte de poliaminas y la homeostasis i6nica usando espermina (Kakinuma

et al., 1995, Erez y Kahana, 2001).

En esta tesis se ha propuesto el uso de norespermidina como agente de seleccion para
obtener mutantes resistentes que permitan descubrir genes relacionados con la homeostasis
i6nica. La norespermidina (C¢H;7N3) es una poliamina que se encuentra en bacterias
termofilas (Hamana et al., 2001, Hamana y Itoh, 2001), microalgas (Hamana, 2004) y la
familia de protobacterias Vibrionaceae (Hamana, 1997). Esta poliamina no se encuentra de
forma natural en organismos eucariotas ¢ inhibe la germinacién de Arabidopsis a muy baja
concentracion (~3 mM). La utilidad de poliaminas no presentes en eucariotas o andlogos
toxicos de poliaminas, para encontrar proteinas involucradas en el mecanismo de transporte

de cationes y policationes ha sido demostrada en levaduras (Kaouass et al., 1997).

1.7 Sistemas de transporte de iones a través de las membranas
vegetales

Una caracteristica importante de las células vivas es su capacidad de mantener en su
interior iones y moléculas a concentraciones fuera del equilibrio. Esta caracteristica se debe a
las propiedades estructurales y funcionales de la membrana plasmatica, que contiene distintos
tipos de proteinas las cuales permiten la entrada y salida de iones, asi como la entrada de
nutrientes y salida de sustancias toxicas. Pero no todos los iones se transportan a través de la

membrana plasmatica de la misma forma o mediante el mismo tipo de proteina.

Un ion se mueve de forma pasiva si lo hace a favor de la fuerza fisica que actua sobre
¢l, de la misma forma, un ion es transportado de forma activa si su movimiento se realiza en
contra de dicha fuerza, para lo cual las células vivas emplean energia metabolica. Dicha
fuerza fisica se denomina fuerza ion motriz que consiste en la diferencia entre el potencial
de membrana de las células y el potencial de Nernst para el ion involucrado en el

transporte.
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La energia asociada a un ion (j) depende de su concentracion (C;) y las condiciones
eléctricas donde se encuentre (i); la suma de estos dos componentes se denomina potencial

electroquimico (4;) y cuantifica la capacidad de trabajo que un ion posee:

f; =@ +RTInCj+zF y

donde ﬂj* es el potencial quimico en condiciones estandar, R es la constante de la ecuacion
general de los gases, T es la temperatura absoluta en grados °K, z es la carga del ion, F es la

constante de Faraday y ¥ es el campo eléctrico donde el ion se encuentra.

En los sistema vivos, la mayoria de los iones no esta en equilibrio y la magnitud de
este desequilibrio se puede calcular a partir de la diferencia de potencial electroquimico del

ion en los dos compartimentos considerados “e” e “i”. El gradiente de potencial

electroquimico o fuerza ion motriz seria la diferencia entre ambos compartimentos:

Ay = +RTIn G +zF '] - [i;" + RT In Cf + zF y ]

Agrupando los términos eléctricos y de concentracion, se obtiene:

A= [F(y' - )] - [RTIn G G

asi finalmente, la ecuacion quedaria:

Af;/F = z(E,, - EJN) donde E = RT/zF In G/ C}' (ecuacién de Nernst)

donde ' - ¥ es la diferencia de potencial eléctrico que existe entre ambos compartimentos o
potencial de membrana (£,) y EjN es el potencial de membrana con el cual el ion 5 estaria

en equilibrio, también llamado potencial de Nernst.
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El gradiente de potencial electroquimico o fuerza motriz es expresado en mV. Para un

cation monovalente, si £, es mas negativo que EjN, la fuerza ion motriz es negativa y el ion

[13%2]
1

tiende a entrar en el compartimento “i”. En cambio, si EjN es mas negativo que E,, la fuerza

[13%2]
1

motriz es positiva, el ion se acumula en por encima de su valor de equilibrio y la fuerza
fisica que lo empuja se dirige hacia fuera. Finalmente tenemos que cuando EjN y E, son
iguales, el gradiente de potencial electroquimico es cero y el ion esta en equilibrio (Figura

1.11).

e a N

ALl F — _ ALl F 4+

N /

Ay F = 2(E,, - EN)

FIGURA 1.11 Gradiente de potencial electroquimico o fuerza ion motriz para un ion “/”. Cuando esta
variable adquiere un valor positivo, el ion esta sometido a una fuerza fisica que tiende a sacarlo del

[T [T

compartimento “7”. Cuando tiene valor negativo, el ion se ve empujado a entrar en “” (Fernandez y Maldonado,
2000).

1.7.1 Transporte pasivo de iones

El transporte pasivo se produce a favor del gradiente de potencial electroquimico,
esto implica que el ion tiende a acumularse en las c€lulas en una concentracion proxima al
equilibrio para un E, dado. La razon de ello es que el transporte pasivo trata de igualar el

potencial de Nernst (EJ-N) del ion que se mueve con el potencial de membrana (E,,)

e Canales de iones. Son proteinas transmembrana que funcionan como poros selectivos de
iones. El tamafio del poro y la densidad de cargas sobre su superficie interior determinan
su especificidad de transporte, este transporte de iones es siempre pasivo, la direccion del
fluyjo de un ion en particular es dictada unicamente por el gradiente de potencial
electroquimico (A;/F) del ion y limitado mayormente a iones (Taiz y Zeiger, 2002). Los
canales de iones no solo estan presentes en la membrana plasmética sino también en el

tonoplasto, reticulo endoplasmatico, mitocondria, membrana interna del cloroplasto y
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membrana tilacoidal. Estos canales no se encuentran abiertos todo el tiempo, sino que
presentan una estructura llamada “gate” (puerta) que abre y cierra el poro en respuesta a
sefiales externas como cambios en el potencial de membrana, pH, concentraciones de

Ca”", hormonas y luz (Taiz y Zeiger, 2002).

La permeabilidad de una membrana para un determinado ion es variable y depende
del numero de canales, su conductancia y su actividad o ‘“gating” (Fernandez y
Maldonado, 2000). Asi tenemos que los canales de aniones solo permiten la salida de
aniones de la célula o entrada en vacuola; los canales de calcio funcionan solo en la
direccion de entrada de Ca" al citosol. La excepcion es el K™ que puede difundir hacia
dentro o hacia fuera de la célula dependiendo de si el potencial de membrana es mas
negativo 0 mas positivo, respectivamente, que Ex" (potencial de equilibrio del K).
Ademas, a diferencia de los canales de K™ de células animales, los de plantas son
permeables a un gran numero de cationes monovalentes; por ejemplo en Nitella, en orden
decreciente, los canales de K™ son permeables a Rb", NH,', Na', Li" y Cs' (Fernandez y

Maldonado, 2000).

1.7.2 Transporte activo de iones

En el transporte activo, el ion se mueve en sentido contrario al gradiente de potencial
electroquimico. La existencia de este tipo de transporte es esencial para las células, ya que
para el correcto funcionamiento de las rutas metabdlicas, se necesitan concentraciones
internas de iones muy por encima o muy por debajo de la concentraciéon de equilibrio. Se
distinguen dos tipos de sistemas en funcion de la energia que utilizan para realizar el
transporte; en el primero, los transportadores primarios o bombas realizan el transporte de
iones consumiendo energia metabolica (ATP o PP;j); en el segundo, los transportadores
secundarios o sistemas de cotransporte utilizan principalmente H', acumulado en la
membrana por la actividad de las bombas primarias, para impulsar los iones en contra de su

gradiente de potencial electroquimico.

e Bombas primarias Son proteinas de membrana que mueven iones (masa y carga) en
contra de su gradiente de potencial electroquimico utilizando energia metabodlica para
generar gradientes de concentracion y eléctricos (Fernandez y Maldonado, 2000). En las
células vegetales, la bomba primaria que energiza la membrana plasmatica es la

H'-ATPasa, una bomba de protones que genera un gradiente de H' a través de la
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membrana consumiendo ATP. La H-ATPasa es una bomba electrogénica ya que el
transporte de H' genera un movimiento neto de cargas a través de la membrana,
generando un déficit de cargas positivas en el citoplasma y un potencial de membrana
muy negativo (-100 a -200 mV) (Maathuis y Sanders, 1999, Serrano y Rodriguez
Navarro, 2001).

En el tonoplasto se ubican dos bombas de H' electrogénicas: la H-ATPasa de
vacuola, que difiere de la de membrana plasmatica en su estructura, mecanismo de accion
y en su relacién con los inhibidores, y la pirofosfatasa H'-PP;asa vacuolar que usa

pirofosfato (PP;) como fuente de energia (Ferndndez y Maldonado, 2000).

Transportadores secundarios Al gradiente de potencial electroquimico para H' (Afi,/F),
generado por las bombas primarias, se le conoce como fuerza protéon motriz (Ap) , que
representa la energia libre guardada en forma de gradiente de H' y que impulsara el
transporte activo secundario en la célula vegetal (Fernandez y Maldonado, 2000, Taiz y
Zeiger, 2002). Asi, para que el proceso de transporte sea termodindmicamente posible es
necesario que Ap supere, en valor absoluto, al gradiente de potencial electroquimico del

soluto.

Segun el sentido del movimiento del soluto que se transporta, se distinguen dos
tipos de transporte secundario: el simporte, donde ambos compuestos se mueven en el
mismo sentido y el antiporte, en donde los compuestos se mueven en sentido contrario
(Fernandez y Maldonado, 2000, Taiz y Zeiger, 2002). Los sistema de simporte suelen
mediar la incorporacion de nutrientes y aniones, mientras los sistema de antiporte median

la salida o compartimentacioén en vacuola de iones.

1.8 Mecanismos de transporte de potasio

De acuerdo a los primeros trabajos de Epstein, en plantas existen 2 mecanismos de

incorporacion de K" a las células, llamados sistemas de alta y baja afinidad (Epstein et al.,

1963). En este modelo de incorporacion bifasica de K, el sistema de alta afinidad se conoce

como mecanismo I y ha sido convencionalmente atribuido a la actividad de transportadores.

. ., + .
Este mecanismo se satura con una concentraciéon de K™ en el rango micromolar, es altamente

selectivo para K" y lo introduce en el citoplasma en contra de su gradiente de potencial

electroquimico (Maathuis y Sanders, 1994, Very y Sentenac, 2003). El sistema de baja
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afinidad o mecanismo II es un sistema pasivo de adquisicion de K™ que se ha asociado a la
actividad de canales. La saturacion de este mecanismo no depende de las concentraciones
externas de K, muestra una baja selectividad por K y es especificamente inhibido por
bloqueadores de canales de K (Maathuis y Sanders, 1993). Es posible que el mecanismo I sea
la via dominante para la incorporacion de K™ cuando la concentracién extracelular no excede
de 1 mM y que el mecanismo II constituya el modo principal de toma de K cuando su

concentracion es mayor de 0,5 mM.

Trabajos recientes han demostrado que la funcién de las proteinas encargadas del
transporte de K es muy diversa, y en términos de la incorporacién de K, las diferencias entre
transportadores y canales no estan bien definidas ya que existen evidencias de que un Unico
transportador puede ser el responsable de la incorporacion bifasica de K™ (Fu y Luan, 1998,
Kim et al., 1998); asi también, los mecanismos de baja y alta afinidad varian segiin existan
condiciones de deficiencia o suficiencia de K (Benlloch et al., 1989). También se ha
demostrado la implicacion de canales en el transporte de alta afinidad de K™ como es el caso
de AKTI en raices (Hirsch et al., 1998, Spalding et al., 1999) y SPIK en polen (Mouline ef
al., 2002). Finalmente algunos transportadores del tipo HAK emplean un mecanismo de
transporte de K de alta afinidad, mientras otros actiian mediante un mecanismo de transporte

de K" de baja afinidad (Senn et al., 2001).

1.8.1 Canales de K*

Los canales de K" han sido ampliamente estudiados debido a su facil expresion en
sistemas heterologos (oocitos de Xenopus, células animales y levaduras) y al empleo de
técnicas electrofisioldgicas avanzadas (“patch clamping”). En plantas, los canales de K"
pueden ser divididos en 4 grupos (Figura 1.12) dependiendo de su estructura (Very y
Sentenac, 2002, Very y Sentenac, 2003, Ashley et al., 2006). Estos 4 grupos son: canales tipo
“shaker”, canales de 2 poros (KCO-2P/TPK), canales de un poro (KCO-1P) y canales de tipo
CNGC.

Canales tipo “Shaker”

Los canales tipo “Shaker” de plantas tienen similitud a nivel de secuencia y estructura
con los canales de K sensibles a voltaje de animales y forman la llamada familia “Shaker”
(Jan y Jan, 1997). Los canales “Shaker” de animales estan formados por 4 subunidades

ordenadas alrededor de un poro central; cada subunidad presenta una zona hidrofobica
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formada por 6 segmentos transmembrana (TMS) donde el cuarto segmento actiia como un
sensor de voltaje y el 5° segmento forma la pared del canal. Entre el 5° y 6° segmento existe
una region altamente conservada llamada dominio P (poro) por donde entra el K™ (Figura
1.12), esta region contiene el motivo TxxTxGYGD que determina la selectividad a K™ de
estos canales (Jan y Jan, 1997). En la region C-terminal existen dominios de regulacion como
el dominio de unién de nucleotidos ciclicos (CNBD), el dominio ankirina (Anky) presente en
la mayoria de los canales y que se ha propuesto como sitio de interaccion con proteinas
reguladoras (Sentenac et al., 1992) y la region KHA (rica en residuos hidrofobicos y acidos)
que puede estar envuelta en la tretamerizacion de la subunidad y/o el agrupamiento de canales

en la membrana (Daram et al., 1997, Ehrhardt et al., 1997).

Shaker KCO-2P/TPK
Extracelular P P P
Membrana
Intracelular CNBD
EF
N-ter Anky N-ter
KHA
KCO-1P CNGC
Extracelular P P
Membrana
Intracelular CNBD
nter B EF " CaMBD

Figura 1.12 Estructura de los canales de K' identificados en plantas. Los modelos propuestos para los 4
grupos de canales de K" identificados en plantas: “Shaker”, KCO-2P/TPK, KCO-1P y CNGC son derivados de
los propuestos para animales y bacterias como “Shaker” (Jan y Jan, 1997), KCNK (Patel y Honoré, 2001), Kir
(Doupnik et al., 1995) y CNGC (Finn et al., 1996), respectivamente. La topologia propuesta esta solo basada en
los perfiles de hidrofobicidad. ++ (aminoacidos cargados positivamente en el sensor de voltaje), CNBD (dominio
de union de nucledtidos ciclicos), Anky (dominio ankirina), KHA (dominio KHA), CaMBD (dominio de unién
de calmodulina), EF (dominio del tipo “EF hands™) y P (poro).

Los canales “Shaker” son canales selectivos de K fuertemente regulados por el voltaje,
asi que estos canales pueden ser reagrupados en 3 subfamilias de acuerdo al rango de voltaje
en que estan activos y a sus propiedades de rectificacion. Estas subfamilias son: canales
rectificadores de entrada (IRKs), canales rectificadores de salida (ORKs) y canales

rectificadores de salida débiles (WIRKS).

e Canales rectificadores de entrada (IRKs): Son activados por la hiperpolarizacion de la
membrana y estan involucrados en la entrada de K™ a la célula (Very y Sentenac, 2003).

Estos canales no se inactivan aunque persista la hiperpolarizacion, por lo que pueden
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mediar la entrada de K’ a largo plazo; ademas la activacion de estos canales es
independiente de la concentracion exterior de K' y presentan una alta selectividad K'/Na"
(Very y Sentenac, 2002). En Arabidopsis existen 4 miembros de esta subfamilia: AKTI,
KATI, KAT2 y SPIK.

AKT1 (Sentenac ef al., 1992) se expresa en el cortex y en la epidermis radicular,
esta involucrado directamente en la nutricion mineral por ser el principal sistema de toma
de K en Arabidopsis (Lagarde et al., 1996, Hirsch et al., 1998, Ashley et al., 2006).
Analizando un mutante akt/ se ha demostrado que AKT1 forma parte del sistema de toma
de K" insensible a NH,'; ademas, este canal permite el transporte de K en un rango muy
amplio de concentraciones de K', incluso del orden micromolar (Hirsch et al., 1998,
Spalding et al., 1999). También esta descrito que AKT1 contribuye a la toma de K™ en las
células del mesofilo (Dennison et al., 2001) y a la formacion de pelos radiculares

(Desbrosses et al., 2003).

KATI1 (Anderson et al., 1992) y KAT2 (Pilot ef al., 2001) estdn implicados en la
entrada de K en las células oclusivas y la regulacion de la apertura de los estomas,
ademas de la carga del floema (Nakamura et al., 1995, Very y Sentenac, 2003). Es
importante mencionar que KATI y KAT2 pueden interaccionar y formar canales
heteromultiméricos (Pilot et al, 2001), pero el mutante de pérdida de funcion KATI::En-1
no presenta problemas en la apertura estomatica ni en la entrada de K™ en las células
oclusivas, por lo que KATI no es esencial para la apertura de los estomas probablemente
debido a la presencia de otros rectificadores de entrada de K' en las células oclusivas
(Pilot et al., 2001, Szyroki et al., 2001). Finalmente hay que destacar que KAT1 y KAT2
pueden estar involucrados en la elongacion y division celular, respectivamente (Philippar

et al.,2004).

Otro miembro de esta subfamilia es SPIK (Mouline et al., 2002) que estd
involucrado en la toma de K en el polen y es requerido para el normal desarrollo del tubo

polinico y de la capacidad polinizadora del polen (Mouline et al., 2002).

El nimero de representantes de la familia “Shaker” en plantas es considerable, por
ejemplo ortdlogos de AKTI1 han sido identificados en patata SKT1 (Zimmermann et al.,
1998), trigo TaAKT1 (Buschmann et al., 2000), tomate LKT1 (Hartje ef al., 2000) y arroz
OsAKT1 (Golldack et al., 2003) entre otras especies. Ademds, se han caracterizado
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representantes de KAT en patata KST1 (Zimmermann et al., 1998), en zanahoria KDC1
(Downey et al., 2000) y en uva SIRK (Pratelli et al., 2002).

Canales rectificadores de salida (ORKs): Son activados por depolarizacion de la
membrana y median la salida de K de la célula (Very y Sentenac, 2003). La activacion de
estos canales es dependiente de K' y presenta una alta selectividad K'/Na". Por otro lado,
cuando existen altas concentraciones de Ca®" externo, los ORKs pueden mediar la entrada
de Ca’" (Very y Sentenac, 2002). En Arabidopsis existen 2 miembros de esta subfamilia:

SKOR y GORK.

SKOR (Gaymard et al., 1998) se localiza en el periciclo de la raiz y en las células
de la estela que rodean el xilema y est4 involucrado en la carga de K" en el xilema. Esto se
ha demostrado en base a que el mutante skor muestra un bajo nivel de traslocacién de K"
de la raiz a la parte aérea (Gaymard et al., 1998, Pilot et al., 2003). GORK (Ache et al.,
2000) se localiza en las células oclusivas donde permite la salida de K™ durante el cierre
de los estomas (Ache et al., 2000, Hosy et al., 2003), también se encuentra en pelos
radiculares, donde permite la salida de K' para repolarizar el potencial de membrana en
respuesta a estimulos externos (Ivashikina et al., 2001). Se ha identificado un ortélogo de
SKOR y GORK en Samanea saman llamado SPORK (Moshelion ef al., 2002), ademas de
2 ortologos de SKOR en Thlaspi arvense y Thlaspi caerulescens (Pifieros y Kochian,

2003).

Canales de salida con débil rectificacion (WIRKs): Son activados por Ila
hiperpolarizacion de la membrana pero es posible que en condiciones normales de
potencial de membrana sean funcionales, también son potencialmente capaces de mediar
la entrada y salida de K, mostrando una alta selectividad K'/Na" (Very y Sentenac, 2002,
Very y Sentenac, 2003). Existe un miembro de esta subfamilia: AKT2/AKTS3.

AKT2/AKT3 (Cao et al., 1995, Marten et al., 1999) son dos transcritos de un
mismo gen que se encuentran en el parénquima del floema y xilema y en las células del
mesofilo (Marten et al., 1999, Lacombe et al., 2000b). Estos canales pueden estar
involucrados en el transporte a larga distancia a través de la carga y/o descarga de K" en el
floema (Marten et al., 1999, Lacombe et al., 2000b, Deeken et al., 2002), en la
permeabilidad de las células del mesofilo (Dennison et al., 2001) y en la entrada de K en
las células oclusivas (Ivashikina et al., 2005). También se ha demostrado que AKT2

interactua fisicamente con AKT1 y KAT2 (Pilot et al., 2003, Xicluna et al., 2007).
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Por ultimo, un miembro importante de la familia “Shaker” es AtKC1 (Reintanz ef al.,
2002) que se expresa en raiz, pelos radiculares, hojas, tricomas e hidatodos (Ivashikina et al.,
2001, Pilot et al., 2003) pero no forma un canal de iones funcional cuando es expresado en
sistemas heterdlogos, aunque su pérdida de funcién afecta las propiedades biofisicas de AKT1
en los pelos radiculares (Dreyer et al., 1997, Reintanz et al., 2002), por lo que se ha propuesto
que AtKCl1 interacciona fisicamente con AKT1 al igual que con AKT2 (Pilot et al., 2003,
Obrdlik et al., 2004).

Canales de 2 poros (KCO-2P/TPK)

Los canales KCO-2P fueron llamados asi en principio por ser canales de salida de K"
con 2 poros, pero recientemente se ha comprobado que algunos miembros de esta familia no
actian como rectificadores de salida por lo que se propuso el cambio de la nomenclatura a
TPK (Becker ef al., 2004). Los canales TPK presentan una region hidrofobica compuesta por
4 TMS (Figura 1.12) y 2 dominios P (poro). Cuando estos canales estan activos, su actividad
no varia con el voltaje, ya que no presentan un TMS que actie como sensor de voltaje (Very y
Sentenac, 2002). El poro contiene un motivo que determina la alta selectividad de K’ y la
mayoria de ellos poseen posibles sitios de unién de Ca®" en la region C-terminal (Very y

Sentenac, 2003).

Hay 5 miembros de esta familia en Arabidopsis: AtTPK1-5. AtTPK1 (Czempinski et
al., 1997) presenta una expresion ubicua (Czempinski et al., 2002, Voelker et al., 2006) y se
localiza en la membrana vacuolar (Schonknecht et al., 2002, Bihler et al., 2005). Se ha
observado una alta expresion de A¢TPK1 en tejidos con altas tasas de mitosis por lo que se
sugiere que AtTPK1 puede actuar en la toma de K' y osmoregulacién durante la elongacion y
el desarrollo celular (Czempinski et al., 2002). AtTPK2, AtTPK3 y AtTPK5 se expresan en
diferentes 6rganos y se ubican también en la membrana vacuolar (Schonknecht et al., 2002,
Deeken et al., 2003, Voelker et al., 2006). AtTPK4 actiia como un canal rectificador de salida
expresado principalmente en polen y localizado en la membrana plasmatica donde podria
jugar un rol importante en la homeostasis de K y en la regulacion del potencial de membrana
durante el crecimiento del tubo polinico (Becker et al., 2004). Existen ortdlogos de TPK en
otras especies como Samanea saman SPOCKI (Moshelion et al, 2002) y patata StKCOIlo/
StKCO1p (Czempinski et al., 2002).
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Canal de 1 poro (KCO-1P)

Estos canales presentan 2 TMS (Figura 1.12) y un dominio P (poro), que es el que
determina la permeabilidad a K™ (Very y Sentenac, 2002). Funcionalmente los canales
KCO-1P de animales (Kir) actian como canales rectificadores de entrada por lo que es muy
posible que en plantas actien de la misma forma (Very y Sentenac, 2003). El unico
representante de esta familia en Arabidopsis es AtKCO3 (Czempinski et al., 1999) que
presenta un patrén similar de expresion en tejidos vasculares de hojas, raiz, flores, tallos e
hidatodos (Voelker et al., 2006). Se ha ubicado AtKCO3 en la membrana vacuolar pero no se
ha encontrado interaccion con las proteinas AtTPKS y AtTPKI1, por lo que se piensa que las

proteinas TPK y AtKCO3 forman homoémeros (Voelker et al., 2006).

Canales de tipo CNGC

La estructura de estos canales es muy similar a los de tipo “Shaker” pero no presentan
ningin TMS sensible a voltaje ni tampoco el dominio TxxTxGYGD en el poro (Figura 1.12).
Ademas en el segmento C-terminal presentan un posible sitio de union a nucleétidos ciclicos
(CNBD) y a calmodulina (CaMBD) que se solapan parcialmente (Arazi et al., 2000, Kshler y
Neuhaus, 2000). En Arabidopsis existen 20 miembros de esta familia, estos canales son poco
selectivos, permeables a cationes mono/divalentes (K*, Na* y Ca®") y estan involucrados en la
adaptacion a condiciones de estrés (Very y Sentenac, 2002), pero solo 5 canales CNGC estan
involucrados en el transporte de K': AtCNGC1 (Ali et al., 2006), AtCNGC2 (Leng et al.,
2002, Hua et al., 2003, Talke et al., 2003), AtCNGC3 (Gobert et al., 2006), AtCNGC4
(Balague et al., 2003) y AtCNGC10 (Li et al., 2005).

1.8.2 Transportadores de K*

Estos transportadores median la entrada de K a la célula de forma activa a través de la
membrana plasmatica y el tonoplasto. Se suelen asociar con el transporte de K de alta
afinidad y se ha demostrado que son regulados positivamente cuando disminuye el K"
exogeno (Rodriguez-Navarro y Rubio, 2006). La caracterizacion molecular y genética de
estos sistemas basada en estudios de cinética no es una tarea facil, por lo que gracias al
empleo de mutantes de levadura deficientes en la toma de K’ se tiene una herramienta
importante para la identificacion de cDNA de plantas que codifican para estos transportadores

(Rodriguez-Navarro y Rubio, 2006).
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Los transportadores de K se pueden agrupar en 3 grandes familias: familia HKT,
familia KUP/HAK y proteinas CPA. La familia HKT tiene homologia con los canales de K,
presenta 4 poros y estd compuesta por 2 subfamilias (Platten et al., 2006) dependiendo de la
presencia de serina o de glicina en el primer aminoacido del motivo xYG presente en el
primer dominio P (P-loop A). La presencia de glicina determina la selectividad de K en el
transporte y la presencia de serina determina la selectividad de Na® sobre K en el transporte
(Maser et al., 2002). Como el unico representante de esta familia en Arabidopsis AtHKTI;1
(Platten et al., 2006) presenta una serina en el dominio xYG, este transportador no es
selectivo de K™ por lo que no se desarrollara la implicacion de esta familia en el transporte de

K" en Arabidopsis.

Familia KUP/HAK

Esta familia de transportadores de K* fue primero identificada en E. coli, donde se les
llamo KUP por K Uptake Permeases (Schleyer y Baker, 1993) y en el hongo
Schwanniomyces occidentales donde se les llamo HAK por High-Affinity K (Bafiuelos et al.,
1995). Los ortélogos en plantas, llamados KUP, HAK o KT (K" Transporter), forman una
amplia familia, con 13 miembros en Arabidopsis (Maser et al., 2001, Ahn et al., 2004) y

numerosos miembros en otras especies (Very y Sentenac, 2003, Desbrosses et al., 2004).

La estructura de estos transportadores se ha determinado mediante perfiles de
hidrofobicidad y podria contener 12 TMS con una larga region citosolica entre el segundo y
tercer TMS (Figura 1.13), pero no se ha identificado ninguna regién involucrada en el paso de
iones (Kim et al., 1998, Bafiuelos et al., 2002 Very y Sentenac, 2003). Entre los
transportadores KUP (Tabla IV) de Arabidopsis existen algunos de alta selectividad para K"y
otros con baja selectividad entre K™ y Rb" (Fu y Luan, 1998, Ahn ef al., 2004); ademas, se
desconoce si estos transportadores son energizados por H™ (Very y Sentenac, 2003). Otros
transportadores son permeables a K' y Rb" y posiblemente permeables también a Na’ y Cs’,
por lo que estos iones podrian dificultar el transporte de K por inhibicién competitiva
(Quintero y Blatt, 1997, Kim et al., 1998). La expresion de los transportadores KUP de alta y
baja afinidad tiene lugar en varios oOrganos y tejidos de la planta (Tabla IV), pero su

localizacion subcelular es atin desconocida (Very y Sentenac, 2003).
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KUP/HAK/KT

N-ter

Figura 1.13 Estructura del transportador KUP/HAK/KT de Arabidopsis. Este modelo
esta basado en el propuesto para bacteria y hongos (Rodriguez-Navarro, 2000). La topologia
de este transportador esta basada solo en los perfiles de hidrofobicidad.

Proteinas CPA

Estas proteinas comprenden antiportadores cation-proton involucrados en el transporte

de K', Na’, Ca*" y otros cationes mono/divalentes (Maser e al., 2001). Se encuentran

subdivididas en 2 grandes familias de acuerdo al sistema de clasificacion de transportadores

TC (Saier, 2000): CPA1 y CPA2.

Tabla IV. Propiedades funcionales y localizacion de los transportadores KUP/HAK/KT en Arabidopsis.
Flor (f), hoja (h), tallo (t), raiz (r) y silicua (s).

Nombre Permeabilidad Afinidad Organo Funcion Referencia
AtKUP1 K", Na"? AltaK", BajaNa* f ht,rs Toma K raiz? Fuy Luan, 1998
Kim et al., 1998
AtKUP2 K, Na"? Baja K", Na" f,h,t, 1,8 Expansion celular? Kim ez al., 1998

Elumalai et al., 2002

AtKUP3 — — f,h, t, 1,8 - Kim et al., 1998
AtKUP4 K Alta £h,t,1,s Elongacion pelos Kim et al., 1998
radiculares Rigas et al., 2001
AtKUPS K" — h,t,1,s — Ahn et al., 2004
AtKUP6 K" — f,h,t,1,s — Ahn et al., 2004
AtKUP7 K" — f,h,t,1,s — Ahn et al., 2004
AtKUP8 — — f,h,t,1,s — Ahn et al., 2004
AtKUP9 — — f,h,t,s — Ahn et al., 2004
AtKUP10 K" - h, r - Ahn et al., 2004
AtKUPI11 K" - - - Ahn et al., 2004
AtKUP12 - - hr - Ahn et al., 2004
AtHAKS K', Rb" AltaK', Rb* r Toma K raiz Ahn et al., 2004

Gierth et al., 2005

La familia CPA1 en Arabidopsis esta formada por 8§ miembros (AtNHX1-8) de los que

solo AtNHX1 est4 involucrada en el transporte de K (Zhang y Blumwald, 2001, Venema et

al., 2002). La expresion de AtNHXI es ubicua a toda la planta y se localiza en la vacuola,
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donde actia como regulador del pH citoplasmatico y mecanismo de entrada de Na" y K*
(Apse et al., 2003, Qiu et al., 2004). La familia CPA2 en Arabidopsis esta formada por 34
miembros, entre ellos 6 transportadores KEA que fueron identificados por homologia a los
antiportadores K'/H' bacterianos Kef (Maser et al., 2001). Aunque no se conoce su
localizacion subcelular se ha propuesto que podrian intervenir en la entrada de K en la
vacuola (Maser et al, 2001). Los otros miembros de la familia CPA2 son los transportadores
CHX1-28 que son ortdlogos a antiportadores Na'/H'" de mamiferos y bacterias (Maser et al.,
2001). AtCHX17 esta involucrado en la adquisicion y homeostasis de K™ (Cellier et al.,
2004). La funcion de AtCHX17 podria ser la toma de K' en las raices, ya que AtCHX17 se
expresa en el cortex y la epidermis de raices maduras, ademds el mutante chx/7 acumula
menos K" en la raiz (Cellier et al., 2004). Otro antiportador de esta familia, AtCHX23, se
expresa en el cloroplasto donde funciona como antiportador Na'(K")/H" y podria regular el

pH asi como el funcionamiento y desarrollo del cloroplasto (Song et al., 2004).

1.9 Regulacion de la toma y transporte de K' en la planta

En las plantas, la regulacién del transporte de K se da a varios niveles: en la toma de
K" del suelo, en la traslocacion de K desde la raiz a la parte aérea y en la entrada y salida de
K" de las células en los diferentes tejidos de la planta. A nivel molecular, la regulacion del
transporte de K puede tener lugar de dos formas: una regulacion a nivel transcripcional que
se manifiesta en el aumento o disminucidn de la expresion de canales y/o transportadores de
K" producida por: ayuno de K’ (Ashley et al., 2006), estrés salino (Zhu, 2003) y por
hormonas (Pilot ef al., 2003), y una regulacidon a nivel post-transcripcional que se muestra en
el aumento o disminucion de la actividad de los canales y/o transportadores de K debida a la
accion de proteinas reguladoras (Very y Sentenac, 2003, Cherel, 2004), cationes (Maathuis,
2006), voltaje (Very y Sentenac, 2003) y estimulos ambientales (Shabala, 2003).

Existe también una interconexion entre los diversos factores que regulan el transporte
de K7, lo que dificulta la comprensién total de esta regulacion. Por ejemplo tenemos que el
estrés salino, sequia y frio producen un aumento de ABA (Xiong ef al., 2002) que influye en
la expresion de canales de K™ (Pilot et al., 2003); otro caso es el Ca’’, que actiia como
segundo mensajero en respuesta al estrés salino siendo un cofactor de proteinas reguladoras
de canales de K, pero también el ion Ca®*, por si mismo puede regular la actividad de los

canales de K' (Shabala et al., 2006, Gambale y Uozumi, 2006).

57



Introduccion

Por ultimo es necesario mencionar la presencia de diferentes dominios en el extremo
C-terminal de los canales de K', que pueden ser del tipo EF de unién de Ca?*, dominios
ankirina, dominios de unién de nucleétidos ciclicos (CNBD) y dominios de union de
calmodulina (CaMBD). Estos dominios pueden ser posibles dianas de proteinas reguladoras,

AMP ciclico y Ca**, moléculas que han sido descritas por su funcién reguladora.

1.9.1 Factores que regulan el transporte de K™ en la planta

Papel del K"

Se ha demostrado que el ayuno de potasio activa el transporte de K™ en plantas
(Fernando et al., 1990, Shin y Schachtman, 2004), ademas, esta activacion se ha asociado al
aumento de expresion de transportadores de alta afinidad y se ha considerado esta respuesta
como el principal mecanismo de adaptacion a condiciones de bajo potasio (Ashley et al.,
2006). Asi tenemos que el transportador HAKS de Arabidopsis muestra un aumento en sus
niveles de expresion en condiciones de ayuno de potasio (Ahn ef al., 2004, Armengaud et al.,
2004, Gierth et al., 2005), dicho aumento parece ser una respuesta comun en todas las plantas
sometidas a ayuno de potasio, ya que se ha demostrado que los ortdlogos de AtHAKS en
cebada HvHAKI (Santa-Maria et al., 1997), tomate LeHAKS5 (Wang et al., 2002) y arroz
OsHAKI (Bafuelos et al., 2002) son inducidos por niveles bajos de K’ externo. Otros
transportadores inducidos por ayuno de potasio son 4tKUP3 (Kim et al., 1998), KEAS5 (Shin y
Schachtman, 2004) y AtCHX17 (Cellier et al., 2004). Sin embargo, es importante mencionar
que AtKUP2 y AtKUPI2 se reprimen en condiciones de bajo potasio (Kim et al., 1998,
Armengaud et al., 2004).

En el caso de los canales de Arabidopsis, el ayuno de potasio produce la disminucion
en la expresion de SKOR y AKT2 (Maathuis et al., 2003, Pilot et al., 2003). Al estar estos
canales involucrados en el transporte a larga distancia de K, se ha sugerido que su represion
en condiciones de bajo potasio es requerida para evitar la recirculacién de K entre raiz y
parte aérea (Ashley et al., 2006). En el caso de AKTI, no se ha visto una variacion de la
expresion en condiciones de bajo potasio (Maathuis et al., 2003, Pilot et al., 2003), pero se ha
observado un aumento en la actividad de los canales de entrada de K (Maathuis y Sanders,
1995, Hirsch et al., 1998) por lo que se ha planteado que la activacion de AKT1 podria ser
post-transcripcional (Ashley et al., 2006). Un dato importante es que AKT1 puede formar
complejos heteroméricos con AtKC1 (Reintanz et al., 2002, Pilot et al., 2003) y como se ha
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demostrado que AtKCI es inducido en condiciones de bajo potasio (Shin y Schachtman,
2004) es posible que AKTI se active a través de la interaccion con AtKC1 (Ashley et al.,
2006).

Se desconoce la ruta de sefializacion implicada en la induccién o represion de canales
y/o transportadores producida por el ayuno de potasio, pero se ha planteado que el perdxido
de hidrégeno estaria involucrado en esta ruta de sefializacion (Shin y Schachtman, 2004). En
condiciones de bajo potasio, los experimentos de micromatrices muestran pocos
transportadores inducidos, por lo que se plantea que también existe un mecanismo post-

transcripcional de adaptacion a bajo potasio (Gierth et al., 2005).

Un interesante mecanismo regulatorio post-transcripcional se da en el canal KAT1 de
células oclusivas, que se inactiva a concentraciones externas muy bajas (micromolares) de K
debido a la desestabilizacion del estado de conductancia y al colapso del poro (Hertel et al.,
2005). En condiciones normales las células oclusivas toman K" para abrir el estoma, pero en
casos donde la concentracién externa de K en el apoplasto es muy baja, la fuerza ion motriz
del K" seria a favor de la salida de K™ de la célula y si los canales rectificadores de entrada
(KAT1) estuvieran activos en estas condiciones, el K' interior se perderia a través de estos
canales (Hertel et al., 2005). Igualmente, los canales SKOR y GORK perciben la
concentracion externa de K* por un mecanismo desconocido que les permite modular la

apertura y cierre del poro (Ache et al., 2000, Johansson et al., 2006).

La concentracién interna de K en la célula también regula la actividad del canal
SKOR (Liu et al., 2006). La explicacion propuesta es que SKOR funciona como un sensor de
la concentracion de K' en la raiz, asi tenemos que una mayor concentracion de K en las
células de la raiz provoca una mayor actividad de SKOR y por lo tanto mas potasio es
descargado al xilema y transportado a la parte aérea; por el contrario, si la raiz no acumula
suficiente K, la actividad de SKOR disminuye y menos potasio sera traslocado a la parte

aérea (Liu et al., 2006).

Papel del Ca*

Se ha determinado que el Ca®’ participa en la regulacion de canales de K. En
Arabidopsis, el Ca*" apoplastico previene la salida de K de la célula en las hojas y raiz
regulando (directa o indirectamente) los canales de salida de K (Shabala et al., 2006). El

Ca”" también inhibe la actividad de canales de entrada de K™ en maiz (Su et al., 2005), arroz
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(Fuchs et al., 2005), alamo (Langer et al., 2002) y en Arabidopsis, donde el canal KATI es
inhibido ligeramente por Ca®" (Dreyer et al., 1998).

El canal AKT2/3 podria jugar un papel importante regulando la sensibilidad a Ca*" de
otros canales, por ejemplo, los canales rectificadores de entrada de K en las células oclusivas
son bloqueados por Ca®" solo en presencia de AKT?2/3, por lo tanto se ha planteado la idea de
que AKT2/3 puede actuar como sensor de Ca®" para los canales de entrada de K™ en las

células oclusivas (Ivashikina et al., 2005).

El Ca®*" funciona también como molécula sefializadora. Previamente se habia descrito
su funcion en la via SOS, que estd formada por SOS3 (CBL4), SOS2 (CIPK24) y SOSI1
(antiportador Na'/H"), y recientemente se ha descubierto una ruta de regulacion del canal
AKT1 en Arabidopsis donde la proteina quinasa CIPK23 directamente fosforila el canal
AKT1 en condiciones de bajo potasio, ademas, CIPK23 es activado por la union de dos
proteinas similares a la calcineurina B, CBL1 y CBL9 dependientes de Ca*" (Li et al., 2006,
Xu et al., 2006).

Potencial de membrana y pH

Los canales tipo “Shaker” de Arabidopsis presentan un sensor de voltaje y se ha
demostrado en AKT2 y KAT]1 la regulacion de su actividad por el potencial de membrana
(Dreyer et al., 2001, Latorre et al., 2003); otro canal regulado por voltaje es TPK1, aunque se
desconoce su sensor de voltaje (Czempinski et al., 1997). El sensor de voltaje en los canales
tipo “Shaker” se encuentra en el cuarto TMS (S4) y estd cargado positivamente, el
movimiento de este sensor en respuesta a los cambios de voltaje es en la misma direccioén en
rectificadores de entrada y salida, por ejemplo hacia el citoplasma cuando la membrana se
hiperpolariza; sin embargo, un movimiento de S4 en una direccién produce efectos opuestos
en la apertura del canal en rectificadores de entrada y de salida (Zei y Aldrich, 1998). En el
caso de AKT2, la fosforilacion de la region S4 regula su actividad: cuando AKT2 no esta
fosforilado se comporta como un canal rectificador de entrada, pero cuando esta fosforilado
su actividad es practicamente nula en el rango fisiologico de voltaje, ya que se produce un
cambio en el voltaje umbral de activacion volviéndose mas positivo (>200 mV) (Michard et
al., 2005a, Michard et al., 2005b). En el caso de los transportadores de K en Arabidopsis

parece que su actividad no es sensible al potencial de membrana (Very y Sentenac, 2003).
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Con respecto al pH, varios canales de K" de plantas son regulados por el pH interno y
externo (Gambale y Uozumi, 2006). En el caso de los canales rectificadores de entrada, se
observan dos mecanismos para su activacion por acidificacion externa: un incremento
macroscopico de la conductancia de K sin cambios en las propiedades de apertura del canal,
como se observa en el canal KAT1 (Very et al., 1995, Pilot et al., 2001); o un cambio en el
umbral de activacion del canal sin cambio en la conductancia, como se observa en KAT2 y
SPIK (Hoth et al, 1997, Mouline et al., 2002). KAT1 también se activa por acidificacion del
citoplasma habiéndose identificado que el sensor interno de pH comprende un residuo de
histidina en la region entre TMS2 y TMS3 (Hoshi, 1995, Tang et al., 2000, Hoth et al., 2001).
El canal rectificador de salida débil AKT2 es inhibido por acidificacion interna y externa
(Lacombe et al., 2000b), aunque en este caso, la inhibicion de AKT2 parece estar asociada
con el bloqueo del canal por protones, como se ha demostrado por la disminucién de la

conductancia (Marten et al., 1999).

En el caso de los canales rectificadores de salida, SKOR es inhibido por acidificacion
interna y externa (Lacombe et al., 2000a), mientras que GORK solo es inhibido por
acidificacion externa (Ache et al., 2000). En SKOR se ha observado una disminucién en el
flujo de K* sin cambios en las propiedades de apertura del canal o en la conductancia
sugiriendo que el pH modula el niimero de canales SKOR disponibles para el transporte de K

(Lacombe et al., 2000a).

Hormonas y ROS

Existen varios trabajos que demuestran que el transporte de K™ en plantas esta bajo
control hormonal (Roberts y Snowman, 2000, Pilot et al., 2003, Ashley et al., 2006, Fuchs et
al., 2006). En células oclusivas, el ABA inhibe los canales de entrada y activa los canales de
salida de K" de manera dependiente e independiente de Ca®” (Roberts y Snowman, 2000). El
ABA puede elevar el nivel de Ca®" citosélico en las células oclusivas, lo que inhibiria los
canales de entrada, pero los canales de salida son insensibles a ABA por lo que se han
propuesto varios segundos mensajeros que podrian formar parte de la sefial de ABA
independiente de Ca®", como el pH y las proteinas G (Roberts y Snowman, 2000). El ABA
también regula el transportador AtNHX1 (Yokoi et al., 2002).

El ABA también controla la carga de K en el xilema mediante la regulacion del canal
SKOR (Pilot et al., 2003), para ello se han planteado 2 mecanismo: un mecanismo a largo

plazo mediante la regulacion de la transcripcion, que se ha conocido al observar que la
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expresion de SKOR disminuye draméticamente después de 3 horas de exposicion a ABA
(Roberts y Snowman, 2000, Pilot et al, 2003) y otro mecanismo a corto plazo mediante la
regulacion post-transcripcional, dilucidado al observar que la aplicacion directa de ABA en
protoplastos de la estela de raiz, en experimentos de “patch clamp”, reduce el flujo de salida
de K (Roberts, 1998) pero no se conoce el mecanismo responsable de esta regulacion
(Roberts y Snowman, 2000). E1 ABA es una hormona que participa en la respuesta a sequia y
estrés por NaCl (Zhu, 2002), asi que esta hormona puede estar involucrada en una respuesta
general de la planta al déficit de agua permitiendo ajustes osmoticos, ya que aparte de la
disminucion de los niveles y actividad de SKOR, el ABA también produce el aumento de
expresion de AKT2 en la parte aérea (Pilot et al., 2003). Esto podria resultar en un aumento
de la acumulacion de K' en la region apical de la raiz, favoreciendo su crecimiento en suelos

con déficit de agua (Sharp et al., 1990, Pilot et al., 2003).

De manera similar, los efectos de auxinas y giberelinas producen una disminucion de
la expresion de SKOR que llevaria a una menor traslocacion de K' hacia la parte aérea,
favoreciendo el crecimiento de la raiz (Pilot et al., 2003). Ademas las auxinas promueven la
elongacion celular en la raiz mediante la activacién de canales de entrada de K (Fuchs et al.,

2006).

Mediante un analisis de micromatrices se observo que varias enzimas involucradas en
la biosintesis y sefializacién de 4cido jasménico son inducidas en condiciones de ayuno de K,
igualmente se observo la activacion del gen At4ADC2 involucrado en la biosintesis de
putrescina (Armengaud et al., 2004), este resultado esta en concordancia con el incremento en
el contenido de putrescina observado en plantas sometidas a ayuno de K' (Watson y
Malmberg, 1996). Las poliaminas bloquean canales de cationes vacuolares (Dobrovinskaya et
al., 1999) y el canal de K" AtKAT]1 (Liu et al., 2000), pero aun no se sabe si los efectos de las
poliaminas son importantes para la aclimatacion de la planta a condiciones de estrés (Ashley

et al.,2000).

Recientemente se ha demostrado que las especies reactivas de oxigeno (ROS) son muy
importantes para la regulacion de la respuesta de Arabidopsis a ayuno de K', en estas
condiciones se observa una activacion del sistema de transporte de K™ de alta afinidad
acompafiada de un incremento de la produccion de H,O, (Shin y Schachtman, 2004). La
sefializacién por ROS también activa el sistema de transporte de K’ de alta afinidad en

condiciones de suficiencia de K* (Shin y Schachtman, 2004). Ademas, la expresion del gen
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RHD?2 (NADPH oxidasa) parece ser necesaria para la produccion de H,O, en respuesta al
ayuno de K", ya que el mutante 74d2 no mostré la induccién de los transportadores HAKS y

KEAS5 en condiciones de ayuno de K* (Shin y Schachtman, 2004).

La induccion de genes relacionados con el acido jasmoénico y la produccion de ROS
indican un solapamiento entre las cascadas de sefializacion en condiciones de bajo K y dafio
por herida (Ashley et al., 2006). Esta idea se ve reforzada por la activacion de genes de
biosintesis y sefializacién de etileno en condiciones de ayuno de K (Shin y Schachtman,
2004) ya que el etileno, junto con el 4cido jasmoénico, juegan un papel importante en la
respuesta de Arabidopsis a herida (Devoto y Turner, 2003). El papel del etileno en
condiciones de ayuno de K fue confirmado midiendo la cantidad de etileno producida en
plantas sometidas a ayuno de K, donde se observd un aumento en la producciéon de esta

fitohormona comparando con plantas en condiciones normales (Shin y Schachtman, 2004).

Proteinas y moléculas reguladoras

Los analisis de electrofisiologia en células de plantas y en sistemas heter6logos, asi
como el empleo de genética reversa han permitido revelar la importancia de las proteinas
quinasas y fosfatasas en la regulacion de los canales tipo “Shaker” en plantas (Blatt, 2000,
Schroeder et al., 2001). Empleando inhibidores de la actividad de las fosfatasas 1 y 2A en
células oclusivas se ha observado una inhibicion del flujo de entrada de K, sin modificacién
del flujo de salida (Li et al., 1994b) o con inhibicion del flujo de salida (Thiel y Blatt, 1994).
Sin embargo, en células del mesofilo, los inhibidores de la fosfatasa 1 y 2A activaron el flujo
de salida de K' (Li et al., 1994b), por lo que es posible que la regulacion de la actividad de los
canales de K" mediada por las fosfatasas 1 y 2A sea diferente dependiendo del tipo de célula
(Cherel, 2004). Por otro lado, los inhibidores de la proteina fosfatasa 2B bloquean la
inactivacion del flujo de entrada de K de células oclusivas en respuesta al aumento del Ca"
citoplasmatico (Luan et al., 1993). En el caso de las fosfatasas 2C, no se conocen inhibidores
de su funcion pero empleando plantas transgénicas de tabaco sobreexpresando el gen mutante
dominante abil-1 (proteina fosfatasa 2C) de Arabidopsis se observo que el flujo de K en las

células oclusivas era insensible a ABA (Armstrong et al., 1995).

Mediante un analisis de doble hibrido en levadura se identificoé que la fosfatasa
AtPP2CA (fosfatasa similar a ABI1) interacciona con el canal AKT2 (Vranova et al., 2001,

Cherel et al., 2002). La interacciéon se produce entre la region C-terminal del canal y el
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dominio catalitico de la fosfatasa (Cherel et al., 2002), ademas, la coexpresion de AtPP2CA 'y
AKT?2 en sistemas heterdlogos produce una disminucion en la conductancia y un aumento en
los niveles de rectificacion de AKT2 (Cherel ef al., 2002). Se conoce que AtPP2CA, al igual
que ABII, estan envueltos en la sefializacion por ABA (Sheen, 1998), por lo que se plantea la
posibilidad de que la interaccion AtPP2CA/AKT2, bajo el control de ABA, provoque la
regulacion de la conductancia de K™ y el potencial de membrana, mediante el cambio de
AKT2 desde un canal poco activo de K a un canal rectificador de entrada (Cherel et al.,

2002, Very y Sentenac, 2003).

Mediante el empleo de reguladores de la actividad de la proteina quinasa A (PKA),
que no se encuentra en plantas, se ha demostrado que las proteinas quinasas estan envueltas
en la regulacion de canales de K (Cherel, 2004). El empleo de AMP ciclico (activador de
PKA), que tampoco se encuentra en plantas, produce un aumento en la conductancia de salida
de K', mientras que inhibidores de PKA reducen esta conductancia en protoplastos de
mesofilo (Li et al., 1994a). Andlisis bioquimicos han revelado que el estado de fosforilacion
del canal KAT1 es regulado por proteinas quinasas (Li et al., 1998), ademas, la coexpresion
de una quinasa dependiente de Ca®” y KATI en oocitos de Xenopus cambia el umbral de
activacion del canal volviéndolo mas negativo y disminuye el nivel de conductancia
(Berkowitz et al., 2000). Recientemente se ha demostrado que las fosfatidilinositol fosfato
(PIPs) y las fosfatidilinositol quinasas (PI quinasas) son importantes para mantener la

actividad del canal SKOR mediante la unién de PIPs a la region del poro (Liu et al., 2005).

Al estar involucradas fosfatasas y quinasas en la regulacién de canales de K', el ATP
debe ser un componente importante en esta regulacion. Este hecho se ha demostrado con
experimentos en los que el ATP, y anadlogos no hidrolizables de ATP, afectan a la actividad de
los canales de K (Cherel, 2004). En “patches” de células de meséfilo de Arabidopsis, el ATP
activé la conductancia de rectificadores de salida débiles de K* (Spalding y Goldsmith, 1993)
pudiendo deberse a la activacion de AKT2 (Dennison ef al., 2001, Very y Sentenac, 2002). En
protoplastos y “patches” de canales unicos aislados de Samanea saman, la desaparicion de la
actividad funcional (“rundown”) de los canales de salida de K™ puede ser revertida por la
aplicacion de MgATP en el lado citoplasmatico (Moran, 1996). También se ha demostrado
que el proceso “rundown” observado en KATI1 después de la excision de “patches” de

membrana fue revertido por la aplicacion de ATP pero no por un analogo no hidrolizable de
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ATP (Hoshi, 1995). El proceso “rundown” también fue revertido en el canal AKT1 expresado
en células de insectos cuando se agregdé ATP (Gaymard et al., 1996, Urbach et al., 2000).

Los niveles de ATP y la actividad de las PI quinasas son determinantes criticos de la
actividad de canales de K', como se ha demostrado para el caso de los canales AtSKOR,
AtKATI y LeLKT1 (Liu et al., 2005). El mecanismo propuesto para la regulacion de los

canales de K por ATP se basa en 2 puntos:

¢ Produccion de PIPs mediante PI quinasas y ATP.
e Aumento del potencial de membrana a través de la actividad de la H-ATPasa que

consume ATP.

Asi tenemos que el prerrequisito para la activacion dependiente de voltaje es el
cambio en el estado de apertura/cierre de los canales de K producido por los PIPs. Este
mecanismo indirecto puede considerarse una regulacion primaria, mientras que la regulacion
por voltaje de los canales de K" a través de cambios en el potencial de membrana actiia como
una regulacion secundaria (Liu et al., 2005). Ambos mecanismos son controlados por los
niveles de ATP, lo cual refleja la importancia del metabolismo energético en la actividad de

los canales de K.

El papel de las proteinas G en la regulacion de canales de K™ fue demostrado por
primera vez en células oclusivas de V. faba, donde empleando andlogos de GDP y GTP, que
activan o inactivan las proteinas G, se observa una disminucién o aumento en la
conductividad de entrada-salida de K", respectivamente (Fairley-Grenot y Assmann, 1991, Li
y Assman, 1993). Contrariamente, en las células del parénquima del xilema, la conductancia
de la entrada de K" se incrementa por activadores de proteinas G (Wegner y de Boer, 1997).
En Arabidopsis, el mutante gpal (subunidad Go) no muestra una reducciéon de la
conductividad de entrada de K" inducida por ABA (Wang et al., 2001). Finalmente, se ha
propuesto que el Ca®>" puede modular los efectos de las proteinas G sobre los canales de K™ en

plantas (Kelly et al., 1995).

En células animales se han identificado oxidoreductasas que se unen a los canales tipo
“Shaker” y regulan su actividad. A estas proteinas reguladoras se les conoce como
subunidades beta (Gulbis et al., 1999). En Arabidopsis se ha encontrado el gen KABI que
codifica un homologo de la subunidad beta de animales Kvp (Tang et al., 1995). La proteina

KABI1 se une a KATI1 y AKTI in vitro (Tang et al., 1996, Tang et al., 1998) y cuando se
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coexpresan KAB1 y KAT1 en oocitos de Xenopus aumenta la conductividad de KAT]I,
posiblemente al estabilizarse el complejo que forma el canal en la membrana de manera

similar a Kvp en animales (Zhang et al., 1999).
Estrés salino

La adaptacion de las plantas al estrés por NaCl comprende importantes cambios en los
niveles de expresion de canales y transportadores de K" (Pilot et al., 2003, Maathuis, 2006).
El canal AtKC1 presenta un aumento de expresion en las hojas después de un tratamiento con
NacCl, que podria provocar cambios en el proceso de gutacion y/o en la compartimentacion de
Na" y K" en los diferentes tejidos de la hoja (Pilot ef al., 2003). Es posible que en Arabidopsis
los tricomas tengan un papel en la respuesta al estrés por NaCl acumulando y excretando Na"
de la planta y que AtKC1 estd involucrado en este mecanismo (Pilot et al., 2003). La
expresion de AK72/3 y SKOR también es inducida por NaCl (Maathuis, 2006). En el caso de
SKOR, este aumento de expresion es independiente del ABA, ya que el ABA produce una
disminucién de la expresion de SKOR (Gaymard ef al., 1998). El aumento de la expresion de
AKT2/3 en la parte aérea y SKOR en raiz durante un estrés por NaCl podria producir un
incremento de la tasa de circulacion de K' a través de los tejidos vasculares y generar una

redistribucién de K" entre la parte aérea y la raiz (Maathuis, 2006).

Con respecto a los transportadores de Arabidopsis, KUP2 presenta una disminucién de
su expresion en la parte aérea de plantas tratadas con NaCl y esta represion puede provocar la
pérdida de turgencia y una reduccion general del crecimiento producida por la salinidad en
tejidos en desarrollo (Elumalai et al., 2002, Maathuis, 2006). Los transportadores KUP6 y
KUPI1 son inducidos durante estrés por NaCl y podrian regular el mantenimiento de los
niveles de K’ citoplasmatico y/o turgencia cuando el Na’ externo dificulta la toma de K"
(Maathuis, 2006). TPK5 es reprimido por NaCl y esta represion puede estar unida a un
mantenimiento de los niveles de K' citoplasmatico y/o intercambio de K vacuolar por Na"
(Maathuis, 2006). Finalmente, en condiciones de estrés por NaCl, el gen que codifica el
antiportador CHX17 se induce y los genes de los canales CNGC1 y CNGC3 presentan un

aumento y una disminucion de la expresion, respectivamente (Maathuis, 2006).

La ruta de regulacion del transporte de K por NaCl no es muy clara, ya que un estrés
por NaCl produce otros efectos como estrés osmotico, y por lo tanto un aumento de la
biosintesis de ABA (Wilkinson y Davies, 2002). Ademas el estrés por NaCl produce un
incremento del Ca®" citosélico (Sanders et al., 1999; Knight, 2000) por lo que es posible que
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la regulacion por NaCl no sea de forma directa sino a través de otras moléculas y/o segundos

mensajeros.

1.10 Toma de iones en la raiz: Transporte a corta distancia

La toma de iones en las raices requiere del paso de iones a través de las células de la
epidermis, del cortex, de la endodermis, de las células parenquimaticas del xilema (periciclo)
para finalmente llegar al xilema, donde son transportados a la parte superior de la raiz y a la
parte aérea impulsados por la corriente ascendente de agua generada por el flujo de
transpiracion (Ferndndez y Maldonado, 2000). Los iones siguen un camino similar al
transporte radial del agua en la raiz para alcanzar el xilema. Pero, a diferencia del agua, solo
se han descrito 2 rutas principales a través del cortex, con diferentes implicaciones para los

distintos tipos de solutos.

La via apoplastica, donde agua, iones y moléculas de pequefio tamafio pueden
difundir libremente a través del espacio libre aparente o apoplasto, que viene a ser el espacio
intercelular. La via simplastica, donde los iones son incorporados a las células de la
epidermis o del cortex y luego son transportados, célula a célula a través de plasmodesmos,
hasta el xilema (Figura 1.14). Dentro de los plasmodesmos hay otro tubo llamado
desmotubulo, que es la continuacidon del reticulo endoplasmatico de las células adyacentes.
Debido a que los plasmodesmos estan parcialmente ocluidos por los desmotubulos, el
movimiento de moléculas grandes tales como proteinas, requiere mecanismos especiales, pero
el agua y los iones pueden atravesar los plasmodesmos por simple difusion (Taiz y Zeiger,

2002).

Figura 1.14 Esquema de las vias simplastica y apoplastica para la incorporacion de
nutrientes a través de la raiz. (Taiz y Zeiger, 2002).

67



Introduccion

1.10.1 Transporte radial de iones a través de la raiz

Primero, los iones deben atravesar la superficie externa de las raices (epidermis), cuya
pared celular es permeable a iones y solutos pequefios. Esta toma inicial de iones por la raiz es
mayor en los pelos radiculares que en la raiz principal, ya que las células de los pelos
radiculares han completado su elongacion pero no presentan aun crecimiento secundario por
lo que los pelos radiculares son solo extensiones de células epidérmicas que incrementan la
superficie para la absorcion de iones (Taiz y Zeiger, 2002). Los iones que entran en la raiz
pueden inmediatamente entrar en el simplasto atravesando la membrana plasmatica de una
célula epidérmica o avanzar por el apoplasto a través de las paredes celulares de las células
epidérmicas hasta llegar al cortex. En el apoplasto del cortex, conformado por los espacios
intercelulares y el periplasma (los iones se ubican tanto el periplasma como en el espacio
intercelular ya que la pared celular es permeable a iones), los iones pueden entrar al simplasto
atravesando la membrana celular de una célula cortical, o permanecer en el apoplasto del
cortex. En este ultimo caso, para que los iones puedan llegar a la estela sera necesario que
entren en algiin momento al simplasto, debido a la presencia de una capa de células llamada
endodermis que presenta suberina impregnada en las paredes (banda de Caspari), la cual

impide el paso de agua e iones.

Aunque la banda de Caspari es una barrera impermeable e infranqueable para agua e
iones, no es una barrera perfecta. Pueden existir células ubicadas en la endodermis que
permiten el paso de iones y agua por la via apopléstica (Marschner, 1995), ademas, en la zona
apical de la raiz, la banda de Caspari no esta completamente desarrollada, lo que permite el
transporte apoplastico hacia la estela. Sin embargo, cationes polivalentes como el AI*" tienen
restringida la entrada a la estela por la via apoplastica en la zona apical, debido al mucilago
formado en la superficie externa de las células endodérmicas (Marschner, 1995). También, en
los sitios donde emergen las raices laterales desde el periciclo, existe una ruptura momenténea
de la banda de Caspari debido a la penetracion de las raices laterales en el cortex. En estos
sitios, la via apoplastica hacia la estela es importante para la toma de Ca>" (White y Broadley,
2003), la toma de agua en situaciones de alta transpiracion (Sanderson, 1983) y para la toma y

transporte a la parte aérea de sodio bajo condiciones de salinidad (Yeo et al., 1987).

La permeabilidad, afinidad y selectividad de los canales y transportadores localizados
en la membrana citoplasmatica de las cé¢lulas de la epidermis y del cortex determina qué

solutos y a qué velocidad se incorporan a la via simplastica. El transporte de iones en el
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simplasto es probablemente por difusion, facilitado por el flujo radial de agua. Durante este
transporte radial de iones se produce una competencia entre la acumulacion en vacuolas y el
transporte simplastico, que depende de la disponibilidad de nutrientes y su concentracion en
las vacuolas de las células de la raiz por donde se genera el flujo simplastico. Como resultado
de esta competicion, cuando un nutriente mineral estd en concentraciones suboptimas, las
raices usualmente acumulan mayor cantidad del nutriente particular que la parte aérea
(“traslocacion restringida”). En la via simplastica de plantas que excluye los cationes toxicos
de la parte aérea, una acumulacion de ciertos iones, como Na', puede tener lugar en las
vacuolas de las células de la raiz para evitar su traslocacion (Marschner, 1995). Un
mecanismo similar existe en ciertos genotipos de maiz, donde se restringe la traslocacion de

Cd*" a la parte aérea (Florijn y van Beusichem, 1993).

Una vez que los iones han entrado en la estela a través de la via simplastica, contintia
la difusion de los iones por los plasmodesmos hasta alcanzar el xilema. Los iones entran al
apoplasto de la estela por difusion desde las células que rodean el xilema (parénquima del
xilema), donde nuevamente la banda de Caspari evitara la difusion de iones hacia el cortex,
asi tenemos que la banda de Caspari permite a la planta mantener una mayor concentracion de

iones en el xilema que en la parte exterior de las raices (Taiz y Zeiger, 2002).

1.10.2 Liberacion de iones en el xilema

Los iones deben ser cargados en el xilema para ser traslocados a la parte aérea. Debido
a que el xilema estd formado por células muertas, ellos carecen de continuidad citoplasmatica
con las células que lo rodean, asi que para entrar en el xilema los iones deben salir de la via
simplastica. El mecanismo de secrecion de iones desde el parénquima del xilema hacia el
xilema (carga del xilema) no estd muy claro. La concentracion de iones en el xilema no esta
correlacionada con la cantidad del flujo de agua, sugiriendo que el proceso de carga del
xilema no esta influenciado por la tasa de transpiracion a tiempos cortos (Marschner, 1995).
Se ha observado que la carga del xilema puede involucrar transporte activo de iones en la
estela (Lacan y Durand, 1996) ya que inhibidores de la respiracion parecen inhibir la carga del
xilema (Fernandez y Maldonado, 2000). Ademas existe evidencia de un transporte activo que

carga protones en el xilema (Clarkson y Hanson, 1986).

Sin embargo, existe mas evidencia de una difusién pasiva de iones en la carga del

xilema, como parece ser el caso de K', CI', Na', SO,* y NOs™ (Kohler y Raschke, 2000; Taiz
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y Zeiger, 2002) que son impulsados por un gradiente de potencial electroquimico favorable.
En el parénquima del xilema de cebada, se han identificado dos tipos de canales de salida de
iones: canales especificos de salida de K™ y canales inespecificos de salida de iones, estos
canales se encuentran regulados por el potencial de membrana y por la concentracion
citosolica de Ca*" (Wegner et al., 1994, Wegner y de Boer, 1999). Se han descrito canales de
aniones que median la carga de Cl  al xilema en células parenquimaticas de xilema de cebada
(Wegner y Raschke, 1994, Kohler y Raschke, 2000), en cé€lulas de la estela de maiz (Gilliham
y Tester, 2005) y en células del periciclo de Arabidopsis (Kiegle et al., 2000). Usando “patch
clamping” en la células de la estela de Arabidopsis se demostrd la presencia de canales de
cationes que pueden participar en la carga del xilema (Wegner y de Boer, 1997, Maathuis y
Sanders, 1999). También en Arabidopsis se descubri6 el canal rectificador de salida de K"
(SKOR) ubicado en las células del parénquima del xilema e implicado en la carga de K" en el

xilema (Gaymard et al., 1998).

Estos datos sugieren que el flujo de iones de las células del parénquima del xilema
hacia el xilema, es debido a una simple difusion de iones, bajo un fino control metabolico, a
través de la regulacion de la H'-ATPasa de membrana plasmatica y los canales de salida de

iones.

1.11 Plegamiento de proteinas y familia de las sulfidril oxidasas

El principal paso en el plegamiento oxidativo de proteinas es la formacion de enlaces
disulfuro, que es llevada a cabo por proteinas disulfuro isomerasa (PDI) en eucariotas y por la
maquinaria de enlaces disulfuro (Dsb) en procariotas (LaMantia y Lennarz et al., 1993,

Bardwell, 1994).

En bacterias, la familia Dsb de oxidoreductasas regula la formacién de enlaces
disulfuro en el periplasma bacteriano mediante 2 rutas de transferencia de electrones distintas:
la ruta de oxidacién y la ruta de isomerizacion (Kadokura, 2003, Messens y Collet, 2006). En
la ruta de oxidacion, la proteina DsbA forma enlaces disulfuro en proteinas de secrecion
reduciendo un enlace disulfuro de su sitio activo; posteriormente la forma activa de DsbA es
restaurada por la proteina de membrana DsbB que usa el poder oxidante del sistema de
transporte de electrones. El paso catalizado por el complejo DsbA-DsbB es rapido y no
especifico, y en el caso de proteinas con multiples grupos sulfidrilo se pueden generar enlaces

disulfuro erroneos. La ruta de isomerizacion llevada a cabo por el complejo DsbC-DsbD
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cataliza el reordenamiento de los enlaces disulfuro erroneos, permitiendo un correcto

plegamiento de las proteinas (Gruber et al., 2006).

En eucariotas, las cadenas de polipéptidos sintetizadas cuyo destino es la ruta de
secrecion son llevadas al reticulo endoplasmatico (ER) mediante senales de reconocimiento y
receptores, donde se llevard a cabo su plegamiento y modificacién (van Anken y Braakman,
2005). Cada enlace disulfuro introducido en una proteina dentro del ER requiere de la
eliminacion de dos electrones a través de compuestos de bajo peso molecular o mediante
catalisis enzimdtica. Los compuestos que pueden actuar como oxidantes incluyen glutation,
dehidroascorbato y vitamina K epoxido, compuestos que pueden ser generados o introducidos
en el ER (Thorpe et al., 2002). La familia de proteinas PDI cataliza la oxidacion de grupos
sulfidrilo de proteinas sustrato en el ER, luego las proteinas PDI son oxidadas por las sulfidril
oxidasas Erol-La y Erol-Lp en mamiferos, AERO1 y AERO2 en plantas y Erolp y Erv2 en
levaduras (Gruber et al., 2006). Finalmente las oxidoreductasas reducen el oxigeno molecular

a través del cofactor FAD (Figura 1.15).

De los estudios llevados a cabo en levaduras se ha estimado que aproximadamente un
tercio del total de proteinas eucarioticas pasa a través del ER durante su maduracion. Entre
ellas se incluyen todas las proteinas de membrana plasmatica, las secretadas al periplasma y
las proteinas presentes en los compartimentos de la via de endo y exocitosis (van Anken y

Braakman, 2005).

HS~ SH a
HS SH Pl
e 0,
OXIDACION PDI oxidado
H,O

Figura 1.15 Plegamiento oxidativo de proteinas en el ER de eucariotas. El PDI oxidado (azul) actua
formando enlaces disulfuro en el plegamiento oxidativo (oxidaciéon) de proteinas reducidas (rojo). El PDI
reducido puede reordenar enlaces disulfuro (isomerizacion). El PDI es reoxidado por una sulfidril oxidasa
(verde) a través de una reaccion de intercambio molecular de grupos sulfidrilo, y los electrones son transferidos
al oxigeno molecular mediante el cofactor FAD. Modificado de Gruber et al., 2006.
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1.11.1 Familia de las sulfidril oxidasas

Existen 2 tipos de sulfidril oxidasas. Por un lado tenemos las sulfidril oxidasas
dependientes de metales (metaloenzimas) y por otro las sulfidril oxidasas dependientes de
flavina. Ambas catalizan la formacion de enlaces disulfuro en proteinas reducidas usando

oxigeno molecular como aceptor final de electrones:
2P'SH + 02 —_— P'S'S'P + H202

Sulfidril oxidasas dependientes de metales

La primera metaloenzima en ser purificada fue una sulfidril oxidasa dependiente de
hierro encontrada en la leche desnatada de vacuno (Janolino y Swaisgood, 1975). Esta enzima
es una proteina asociada a membrana que oxida algunas enzimas como quimotripsindégeno y
ribonucleasa reducida (Janolino y Swaisgood, 1987). En contraste, la sulfidril oxidasa de piel
es dependiente de cobre (Yamada et al., 1989) y ha recibido mucha atencion por su papel en
la maduracién de la dermis, su posible participacion en la formacion del pelo y por su
participacion en enfermedades de la piel (Hashimoto et al., 2001), pero un estudio posterior
demostrd que esta sulfidril oxidasa pertenece a la familia QSOX y no es dependiente de cobre

(Matsuba et al., 2002).

En células epiteliales de intestino de rata (Lash y Jones, 1983) y en linfocitos de raton
(Roth y Koshland, 1981) también se han encontrado sulfidril oxidasas dependientes de cobre

pero no se tiene actualmente informacion de su estructura o secuencia de proteinas.

Flavina sulfidril oxidasas

Entre las principales flavina sulfidril oxidasas tenemos Ervlp, Erv2p y Erolp de S.
cerevisae (Frand y Kaiser, 1999, Lee et al., 2000, Gross et al., 2002) Erol-La, Erol-Lp y
ALR1 de mamiferos (Cabibbo et al., 2000, Pagani et al., 2000, Lisowsky et al., 2001) y
finalmente, AERO1, AERO2 y AtErvl de A. thaliana (Dixon et al., 2003, Levitan et al.,
2004). Estas flavina sulfidril oxidasas se pueden dividir en 2 subgrupos segun sus dominios

proteicos.

Por un lado tenemos las flavina sulfidril oxidasas con un dominio ERV/ALR (Ervlp,

Erv2p, ALR1 y AtErvl) que se caracterizan por ser moléculas pequefias (20-22 kDa), tener un
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sitio de unién a FAD y presentar una region de aproximadamente 100 aa que contiene el
centro redox activo (YPCxxC?), el sitio de union a FAD (HNxVNxrL) y un par de cisteinas
separadas entre si por 16 aa (C-X;4-C). Ademas estas enzimas se ubican tanto en mitocondria
como en reticulo endoplasmatico donde participan en la formacion de enlaces disulfuro
mediante la oxidacion de las proteinas PDI y la formacion de peroxido de hidrogeno (Sevier
et al., 2001, Levitan et al., 2004, Coppock y Thorpe, 2006). También existen homologos de
este grupo de flavina sulfidril oxidasas en virus como Vaccinia, ASFV (Virus de la peste
porcina africana) y PBCV (Paramecium Bursaria Chlorella virus) (Thorpe et al., 2002). En
Vaccinia se ha descubierto que la sulfidril oxidasa E10 (con dominio ERV/ALR), la proteina
asociada A2.5L y la proteina G4L, similar a tioredoxina, componen la ruta para la sintesis
citoplasmatica de enlaces disulfuro para proteinas de la cubierta (White et al., 2002,

Senkevich et al., 2002).

El otro grupo son las proteinas Ero (Erolp, Erol-La, Erol-Lf, AERO1 y AERO2) que
tienen un mayor tamafo (50-60 kDa) y presentan 7 cisteinas conservadas en su estructura, 3
de ellas formando el dominio CxxCxxC (Frand y Kaiser, 2000, Hiniker y Bardwell, 2004),
ademads presenta un sitio de unién a FAD diferente al dominio HnxVNxrl (Tu et al., 2000,
Gross et al., 2004). Estas enzimas se ubican en ER y catalizan la oxidacion de PDI teniendo
como aceptor final de electrones al oxigeno molecular (Frand y Kaiser, 1999, Fassio y Sitia,
2002, Hiniker y Bardwell, 2004). Las proteinas ERO se encuentran en plantas, animales,

hongos y protistas pero no se encuentran en bacterias (Thorpe ef al., 2002).

Durante la evolucién de los eucariotas, se produjo la fusion del dominio catalitico
ERV/ALR con un dominio tioredoxina, generando un nuevo grupo de enzimas para la
formaciéon de enlaces disulfuro con una mayor actividad enzimdtica. El primer gen
identificado que codificaba esta nueva proteina se llamo Quiescina Q6 (QSCNO6) ya que fue
encontrado en fibroblastos humanos que entran en quiescencia (Coppock et al., 1993,
Coppock, et al., 1998). Posteriormente se observé que la proteina QSCN6 presentaba
homologia con una flavina sulfidril oxidasa de clara de huevo y otra de vesicula seminal de
rata por lo que se definid6 una nueva clase de flavina sulfidril oxidasas llamada QSOX

(Hoober et al., 1999a, Benayoun et al., 2001).

Las letras en mayusculas indican que el aminodcido esta conservado, las letras en minuscula indican que el
aminoacido es el mayoritario en la secuencia consenso y la letra x indica que puede ser cualquier aminoacido.
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1.11.2 Familia de sulfidril oxidasas QSOX

Los genes que codifican las proteinas QSOX estdn ampliamente distribuidos en
eucariotas, donde al menos un gen ortélogo ha sido encontrado en todas las plantas y
metazoos. Incluso varios protozoos involucrados en enfermedades humanas como P.
falciparum (malaria), T. brucei (enfermedad del suefio), L. major (leishmaniasis) y C. parvum
(criptosporidiosis) tienen una copia de un gen similar a QSOX (Coppock y Thorpe, 2006). Es
importante mencionar que no se han encontrado ortélogos en hongos aunque si presentan
flavina sulfidril oxidasas con dominios ERV/ALR y ERO (Thorpe et al., 2002, Coppock y
Thorpe, 2006).

Las proteinas QSOX poseen un péptido sefial, un dominio tioredoxina (TRX) proximo
al N-terminal y un dominio cercano al C-terminal que es homologo a ERV/ALR donde se
encuentra el sitio de union a FAD (Raje y Thorpe, 2003). Particularmente, todas las proteinas
QSOX de metazoos muestran una estructura de dominios muy similar con la presencia de 2
dominios TRX fusionados. En cambio, las plantas y protozoos tienen las proteinas QSOX
mas cortas y solo presentan un dominio TRX (Houston et al., 2005, Coppock y Thorpe,
2006). Algunos de los miembros de la familia QSOX en vertebrados como Xenopus, pez
cebra, gallina, raton y humanos muestran una tercera region conservada en la region C-
terminal llamada zona 10 de homologia a QSOX (QHZ10) (Thorpe et al., 2002). Finalmente
todos los miembros de la familia QSOX presentan una regién separadora con estructura

helicoidal entre los dominios TRX y ERV/ALR (Coppock y Thorpe, 2006).

Las proteinas QSOX mas estudiadas hasta la fecha son las de humanos (HsQSOX1
a.k.a. QSCN6 y HsQSOX2 a.k.a. SOXN), rata (rQSOX), clara de huevo de aves (QSOX1),
cobaya (CpQSOx1) y piel de raton (Matsuba et al., 2002, Raje y Thorpe, 2003, Wittke et al.,
2003, Amiot et al., 2004, Radom et al., 2006).

Estructura de la secuencia proteica

La organizacion tipica de los dominios y estructuras de las enzimas QSOX en
metazoos y plantas se muestra en la figura 1.16. Las enzimas QSOX empiezan con una
secuencia sefial que localiza a la proteina en la via de secrecion a través del ER, después se
encuentra un dominio TRX que contiene un motivo redox CxxC (en la familia QSOX es
wCgxC). En los metazoos se encuentra un segundo dominio con poca homologia a

tioredoxina (TRX2) que carece del motivo CxxC (Figura 1.16). Seguidamente se encuentra
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una region separadora de aproximadamente 270 aa que no presenta homologia con ningun
dominio, pero los ultimos 50 aa cercanos al dominio ERV/ALR poseen un 35% de identidad
con una porcidn extracelular de un transportador de péptidos de alta afinidad de C. elegans.
Estos aminoacidos podrian actuar en proteinas QSOX como sitios de reconocimiento para

péptidos y proteinas sin plegar (Coppock y Thorpe, 2006).

Los dominios ERV/ALR son mas similares entre las proteinas QSOX que entre las
proteinas ERV/ALR (Coppock et al., 1998). En este dominio ERV/ALR se ubican 3 regiones
conservadas en todas las proteinas QSOX (Figura 1.16). La primera region conservada es un
motivo redox CxxC identificado en aves (Hoober et al., 1999a) que forma parte de la
secuencia consenso ffxCxdCxxhF. La segunda region conservada es el motivo HNxVNxrl
que interactua con la region ADP del cofactor FAD (Gross ef al., 2002). Finalmente la tercera
region conservada es otro motivo redox CxxC que pertenece a la secuencia consenso elCxxC

y que no se encuentra en la familia de proteinas ERV/ALR (Coppock y Thorpe, 2006).

Péptido Region Posible region

sefal separadora transmembrana
TRX1 TRX2 ERV/ALR

NCTT ] [ 1@ T Hc
CxxC CxxC \ CxxC

Sitio de union a FAD
(HNXVNxrl)

Figura 1.16 Representacion esquemaitica de la estructura de dominios de las proteinas QSOX. Las lineas
negras verticales representan los tres motivos redox CxxC, el rectangulo negro representa el posible segmento
transmembrana y el circulo negro representa el sitio de union a FAD. Los dominios son mostrados a escala.

Después del dominio ERV/ALR se ubica una segunda region separadora muy variable
de cerca de 200 aa que contiene una posible region transmembrana. Existen genes de la
familia QSOX que presentan diferentes transcritos (“splice variant”) que difieren en la
presencia de un intron en el ultimo exon. El “splice variant” se presenta en los genes rOQSOX'y
HsQSOXI1 (Coppock y Thorpe, 2006, Radom et al., 2006). Finalmente ninguna proteina
QSOX presenta la secuencia KDEL de retencion en ER, aunque la proteina QSOX1 de aves
presenta la secuencia FRLRTRARKGR que es consistente con 3 copias RxR de una
secuencia de retencion en ER basada en arginina (Zerangue et al., 2001, Coppock y Thorpe,

2006).
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Roles de los dominios en la formacion de enlaces disulfuro

Por medio de una proteolisis parcial con quimiotripsina se cortd la proteina QSOX1 de
aves en 2 fragmentos: la porcion N-terminal que contiene ambos dominios TRX y que no
presenta actividad sulfidril oxidasa, y la porcion C-terminal con el dominio ERV/ALR que
mantiene la unién a FAD pero muestra una muy baja actividad sulfidril oxidasa con el
sustrato DTT y no muestra actividad sulfidril oxidasa con RNAasa reducida (Raje y Thorpe,
2003). Ademas, se demostro que la porcion conteniendo el dominio TRX reducido es sustrato
del fragmento con el dominio ERV/ALR (Raje y Thorpe, 2003). Este dato es muy importante
ya que pone de manifiesto la ventaja catalitica que las proteinas QSOX poseen como
consecuencia de tener fusionado el dominio tioredoxina a un dominio ERV/ALR oxidasa

(Coppock y Thorpe, 2006).

El inicio de la catalisis de la proteina QSOX empieza con la oxidacién de dos grupos
sulfidrilo del sustrato a través del motivo redox CxxC (CgoxxCgz en QSOXI1 de aves),
ubicado en el dominio TRX1, que queda asi reducido (Figura 1.17, paso 1). A partir de este
punto se inician una serie de oxidoreduciones de grupos sulfidrilo que tienen como aceptor
final de electrones el cofactor FAD (Figura 1.17, pasos 2-4). La comprension de estos pasos
de oxidoreduccion se logro mediante el descubrimiento de la estructura tridimensional de la
proteina ScErv2p (Figura 1.18.A), donde se observo que el motivo distal CxC de la region
flexible C-terminal de cada subunidad dimérica de ScErv2p podria interaccionar con el PDI
(PDI1p) reducido de levaduras y que al sobreexpresar PDII y ScERV?2 se produce un enlace
disulfuro entre ellos (Sevier et al., 2001, Gross et al., 2002). Un motivo redox CxxC
localizado en una region similar se ha encontrado en todos los miembros QSOX (Cs19xxCsj2
en QSOXI1 de aves) y probablemente es el aceptor de los electrones del motivo redox del
dominio TRX1 (Figura 1.17, paso 2). La reduccion del tercer motivo redox CxxC (Cys9xxCye2
en QSOXI1 de aves) se produciria de manera similar a la reduccion del motivo cercano CxxC
en ScErv2p (Figura 1.17, paso 3 y Figura 1.18.B) es decir, mediante enlaces disulfuro entre
subunidades (Sevier et al., 2001, Gross et al., 2002), por lo tanto, la forma activa de la

proteina QSOX tendria que ser dimérica (Coppock y Thorpe, 2006).

El motivo Cys0xxCys2 reducido participa en la reduccion de una flavina oxidada
(Figura 1.17, paso 4), ya que como se ha visto en numerosas flavoenzimas, el grupo prostético
flavina esta en contacto con motivos redox disulfuro (Coopock y Thorpe, 2006). Finalmente,

la catélisis es completada con la interaccion del FAD reducido y el oxigeno molecular (Figura
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1.17, paso 5) para generar peroxido de hidrégeno. Tal reaccion requiere un ambiente polar
adecuado cercano a la flavina para estabilizar el anion superdxido y un espacio para acomodar
el intermediario C-4a-hidroperoxiflavina generado durante la formacién de peroxido (Wang y
Thorpe, 1991, Massey, 1994). Este lugar ha sido identificado como un canal en la proteina

ScErv2 a través del cual el oxigeno puede llegar al anillo de isoaloxazina (Gross et al, 2002).

NCTT [ 1@ 1 lc
| \

CyoXXCy3 Cy59XXCyg; Cs193XCs2;

| Le J]
@

Figura 1.17 Esquema de la serie de reacciones de oxidoreduccion propuesto para la catalisis
de QSOX en aves. Las lineas negras verticales representan los tres motivos redox CxxC y el
circulo negro representa el sitio de unién a FAD. Los dominios son mostrados a escala.

Figura 1.18 Estructura de ScErv2p. A. Estructura tridimensional de la proteina ScErv2p activa formando un
dimero (protomero azul y protomero rojo). B. Extremo C-terminal flexible de ScErv2p donde la flecha indica el
cambio conformacional del extremo que se produce para que se acerquen los motivos redox. En la esquina
superior derecha se muestra el enlace disulfuro originado por este acercamiento. Los residuos de cisteinas se
muestran numerados y en forma de bolas y barras. El N y C-terminal de cada cadena es mostrado como Ny C
respectivamente. (Gross et al., 2002).
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Localizacion y funcion de las proteinas QSOX

Por medio de andlisis de RT-PCR e inmunohistoquimica se ha podido conocer la
localizacion de las proteinas QSOX en humanos, cobayas y ratas, donde se han sugerido
varias funciones posibles (Coppock y Thorpe, 2006). En humanos, los niveles de expresion de
HsQSOXI y HsQSOX2 varian segun el tejido analizado, lo que indicaria que los 2 genes
tienen funciones diferentes o funciones redundantes seglin los tejidos estudiados (Coppock et

al., 1998, Wittke et al., 2003).

HsQSOX1 se ha encontrado en los islotes de Langerhans del pancreas y se presume
que estaria involucrado en la maduracion y plegamiento de la insulina (Thorpe et al., 2002).
Sin embargo, se ha visto en ratas que la proteina rQSOX se expresa solo en las células o de
los islotes de Langerhans donde se produce glucagéon (no contiene enlaces disulfuro) pero no
se expresa en las células f donde se produce la insulina (contiene enlaces disulfuro), por lo
que es probable que la insulina no sea sustrato de QSOX y se ha planteado que el sustrato de
QSOX en las células a pueda ser la hormona estaniocalcina 2, que presenta 15 residuos de
cisteina (Moore et al., 1999, Tury et al., 2006). La proteina HsQSOX1 se ha localizado
también en la glandula pardtida, en las glandulas apdcrinas de la piel y en las células del
intestino delgado secretoras de péptidos y proteinas, asi como en otros tejidos donde existe
una alta demanda de péptidos y proteinas secretadas con enlaces disulfuro como la glandula
pituitaria, el epitelio pulmonar, la placenta que secreta gonadotropina coridnica y células del

plasma que sintetizan inmunoglobulinas (Thorpe et al., 2002, Coppock y Thorpe, 2006).

Se ha identificado a la proteina HsQSOX2 como un regulador en la induccion de
apoptosis producida por IFN-y (interferon-gamma) en células de neuroblastoma, donde podria
participar en la regulacion redox de factores de trascripcion (Wittke et al., 2003). Los altos
niveles de expresion y la localizacion especifica de HsQSOX2 en algunos tejidos sugiere que
su funcion como regulador de la muerte celular no esta restringida solo a neuroblastomas y
también es probable que esta proteina tenga funciones adicionales no relacionadas con la

apoptosis (Wittke et al., 2003).

En cobayas la expresion de la proteina CpQSOx1 esta ampliamente distribuida en el
sistema nervioso central y podria estar asociada a granulos de secrecion presentes en neuronas
(Amiot et al., 2004). Ademas, puede participar en las interacciones célula-célula liberandose,

junto con los neurotransmisores, en los sitios de sinapsis para reforzar las uniones sinapticas

78



Introduccion

(Amiot et al., 2004). En estructuras reticulares del cerebro tales como la base del
prosencéfalo, el nucleo talamico reticular y el tronco del encéfalo se observa una alta
expresion de CpQSOx1 que podria estar involucrado en la regulacion de procesos biologicos
mediante la oxidacién de receptores de membrana o proteinas excretadas asi como de
proteinas de la matriz extracelular (Amiot et al., 2004). Ademas se ha encontrado una
disminucion en la expresion de proteinas QSOX en respuesta a estrogenos en humanos y
cobayas, sugiriendo que esta proteina participa en la maduraciéon de proteinas con enlaces
disulfuro involucradas en la resistencia al cancer de mama (Musard et al., 2001, Inoue ef al.,

2002, Imai et al., 2005).

La proteina rQSOX de rata se localiza mayoritariamente en cé€lulas epiteliales de
diferentes organos y tejidos especializadas en secrecion, observandose el mayor nivel de
expresion en glandulas secretoras y en el sistema reproductivo del macho (Tury et al., 2005).
Se han propuesto varias funciones y sustratos para la proteina rQSOX dependiendo del tejido
donde se exprese. En las glandulas salivales rQSOX podria estar involucrado en la formacion
de enlaces disulfuro en mucinas, principales componentes de la mucosa (Tury et al., 2006).
También participaria en la formacion de enlaces disulfuro de la hormona luteinizante y/o la
hormona estimulante del foliculo en la adenohipéfisis (Tury et al., 2006). En el epitelio
estratificado que cubre la piel y el es6fago, rQSOX esta localizado especificamente en la capa
granular por lo que podria jugar un rol importante en el mantenimiento de la estructura de la
epidermis, catalizando la introduccién de enlaces disulfuro en proteinas precursoras como
loricrina e involucrina (Tury et al., 2006). En los tubos seminiferos, rQSOX estaria
involucrado en la maduracion de las cé€lulas germinales mediante una regulacion redox que se
ha visto que es crucial en la fisiologia y funcion del esperma (Baker y Aitken, 2004, Tury et
al., 2006). Ademas se ha propuesto que podria servir como un marcador de la eficiencia
espermatogénica y de diagnéstico de infertilidad masculina (Bergmann et al., 1992).
Finalmente en las glandulas suprarrenales, rQSOX esta ubicada exclusivamente en las células
catecolaminérgicas, indicando que podria tener un papel especifico en el metabolismo de

adrenalina (Tury et al., 2006).

Se ha planteado que la generacion colateral de peréxido de hidrogeno en el espacio
extracelular, debido a la catélisis de glutation por las proteinas QSOX junto con las
peroxidasas extracelulares, podria tener efecto antimicrobiano pero no se ha comprobado
experimentalmente (Ostrowski y Kistler, 1980, Coppock y Thorpe, 2006). Ademas del

posible efecto antimicrobiano, el peroxido de hidrogeno generado por QSOX en células
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neuronales puede intervenir en la trasduccion de sefal (Mairet-Coello et al., 2004). Asi
también tenemos que una expresion desregulada de proteinas QSOX llevaria a un exceso de
peroxido de hidrégeno que provocaria procesos degenerativos (como apoptosis) en las células

y neuronas (Amiot et al., 2004).

A nivel celular, los primeros estudios de proteinas QSOX mostraron que estas
proteinas se encuentran en el espacio extracelular, ya sea de forma secretada o anclada en la
membrana plasmatica mediante el segmento transmembrana, lo cual concuerda con la
localizacion de la proteina seglin la secuencia de su péptido sefial (Coppock y Thorpe, 2006).
Sin embargo, también se han encontrado proteinas QSOX dentro de las células, ya sea en
vesiculas o en compartimentos celulares como ER (Thorpe et al., 2002, Tury et al., 2004),
aparato de Golgi (Thorpe et al., 2002, Mairet-Coello et al., 2004, Tury et al., 2004), granulos
de secrecion (Mairet-Coello et al., 2004, Tury et al., 2004) y granulos densos de pituitaria
(Tury et al., 2004). También se ha encontrado QSOX en el nucleo celular (Wittke et al.,
2003) y en la matriz mitocondrial durante el desarrollo de células testiculares de mamiferos

(Bergmann et al., 1990, Benayoun ef al., 2001).
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis es la identificacion, aislamiento y caracterizacion de
componentes genéticos involucrados en la tolerancia al estrés salino en A. thaliana. Para

conseguir este fin, se propusieron los siguientes objetivos especificos:

Objetivos especificos

® Aislamiento de lineas mutantes de Arabidopsis thaliana con mayor tolerancia a

norespermidina.

® (aracterizacion fenotipica de la linea seleccionada e identificacion del locus mutante.

® Analisis genético del mutante resistente a norespermidina.
¢ (lonacion y caracterizacion del gen 4tQSO2.

e Determinacion del mecanismo de resistencia a cationes toxicos producido por el gen

At0SO2.
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3.1 Material biologico

3.1.1 Arabidopsis thaliana

Para este trabajo se emplearon lineas mutantes por insercion de T-DNA construidas en
el laboratorio del Dr. Detlef Weigel (The Salk Institute for Biological Studies, California)
utilizando el vector de transformacion pSKIO015 (Weigel et al., 2000). Inicialmente, 850 de
estas lineas fueron donadas directamente por el Dr. Weigel al European Arabidopsis Stock
Center (NASC) y posteriormente 7700 lineas adicionales fueron donadas por el Dr. Michael
Sussmann (University of Wisconsin, Madison); este constituye el primer set (N21995) que se
dividi6 en 86 grupos de 100 lineas mutantes cada uno. El segundo set (N21991) fue una
segunda donacién hecha por el Dr. Weigel que consiste en 7848 lineas divididas en 82 grupos
de 96 lineas cada uno. Cada grupo de los 2 sets contenia aproximadamente 10 semillas por
linea mutante. Las lineas son distribuidas como generacion T4 en el fondo genético Columbia

(Col-7).

Cada grupo de lineas mutantes se analizdé individualmente, llamando al total de
semillas de las 16398 lineas poblacion Sy (de Seleccion), posteriormente a la primera

generacion seleccionada por su resistencia se le llamo S, la siguiente S, y asi sucesivamente.

El vector pSKIO15 (Figura 3.1) usado en la transformacion contiene, desde el borde

izquierdo (LB) hasta el borde derecho (RB) del T-DNA, las siguientes partes:

e El gen de resistencia al herbicida glufosinato, también conocido como BASTA (gen
BAR), que es regulado por el promotor de la manopina sintasa (MAS). Este gen

permite la seleccion en tierra y en medio de cultivo de las lineas mutantes.

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

planta usando los sitios de restriccion unicos EcoR 1'y BamH 1.

e 4 copias en tandem del activador transcripcional 35S del virus del mosaico de la
coliflor (CaMV), cuya funcién teodrica es aumentar la expresion de los genes de la

planta localizados cerca de la insercion de T-DNA.
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Kpnl

Sacl
EcoRl

Kpnl
Pstl
pBstKS+
Hindin
Sacl ~ |
LB pSKIO15 '| Sacl

(10738 bp) | Mot
Kpnl
amH|

K e

Figura 3.1 Esquema del vector pSKIO15 empleado en la generacion de las lineas
mutantes de T-DNA (Weigel et al., 2000)

Los ecotipos y mutantes utilizados en este trabajo fueron los siguientes:

Columbia (Col-7): Fue suministrado por el NASC con el numero de lote N3731 y se uso

como ecotipo silvestre.

Wassilewskija (Ws): Proviene del Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) con
nimero de lote CS1601. Se ha empleado como ecotipo silvestre del
mutante aktl-1.

uprl-1: Alelo mutante del locus Atlgl5030, suministrado por el NASC con el numero

N578313. Se encuentra en el fondo Col y fue obtenido por insercion de T-DNA.
parl-2: Alelo mutante del locus Atlgl5020, suministrado por el NASC con el numero
N566130. Se encuentra en el fondo Col y fue obtenido por insercion de T-DNA.
parl-3: Alelo mutante del locus Atlgl5020, suministrado por el NASC con el numero
N525237. Se encuentra en el fondo Col y fue obtenido por insercion de T-DNA.
parl-4: Alelo mutante del locus Atlgl5020, suministrado por el NASC con el numero
N572829. Se encuentra en el fondo Col y fue obtenido por insercion de T-DNA.
gsol-1: Alelo mutante del locus At2g01270, suministrado por el NASC con el numero
N545918. Se encuentra en el fondo Col y fue obtenido por insercion de T-DNA.
gsol-2: Alelo mutante del locus At2g01270, suministrado por el NASC con el numero
N544951. Se encuentra en el fondo Col y fue obtenido por insercion de T-DNA.
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aktl-1: Alelo mutante del locus At2g26650, suministrado por el NASC con el numero
N3762. Se encuentra en el fondo Ws y fue obtenido por insercion de T-DNA

skorl-2:Alelo mutante del locus At3g02850 suministrado por el NASC con el numero
N632944. Se encuentra en el fondo Col y fue obtenido por insercion de T-DNA

3.1.2 Nicotiana benthamiana

Se usaron semillas silvestres provenientes de UNIFARM (Wageningen University)
3.1.3 Escherichia coli

Se usaron las siguientes cepas:

XL1-Blue MRF’: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac [F’ proAB lacl’ZAMI15 Tnl0 (Tetr)]. Empleada como cepa de

transformacion (electroporacion) en el rescate plasmidico.

DH5a: F ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17(re, m¢") phoA
supE44 )" thi-1 gyrA96 relAl. Empleada como cepa convencional de transformacion (choque

térmico) de pldsmidos recombinantes.
3.1.4 Saccharomyces cerevisiae

Para desarrollar este trabajo se utilizé el hongo unicelular S. cerevisiae perteneciente
al phylum de los Ascomicetos, ampliamente utilizado como modelo para organismos
eucariotas. Se uso la cepa W303-1A: MATa canl-100 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1
GAL" para la expresion de proteina recombinante y las cepas PLY232 (MATa his3A200 leu?2-
3,112 trp1A901 ura3-52 suc2A9) y PLY240 (MATa his3A200 leu2-3,112 trp1A901 ura3-52
suc2A9 trkIAS1 trk2A50:: lox-KanMX-lox), ambas cepas en el fondo genético JRY399
(Ljungdahl del Ludwi, Institute of Stockholm), para el andlisis de coexpresion. PLY232 se

usa como cepa silvestre (wr).
3.1.5 Agrobacterium tumefaciens

Se utiliz6 la cepa GV3101 C58C1 que contiene el plasmido T; desarmado pGV2260

(Amp"). Empleada como cepa de transformacion de A. thaliana y N. benthamiana.
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3.1.6 Vectores de clonacion y transformacion

pBluescriptSK(+): (Stratagene) Plasmido multicopia empleado como vector convencional de
clonacién (Figura 3.2). Posee un sitio de clonacion multiple (MCS), el gen marcador de
resistencia bacteriana al antibidtico ampicilina y el fragmento /lacZa para confirmar la

presencia del inserto en el sitio de clonacion.

Sspl22

5sp | 2850

Xmn | 2645 Nae | 333

Scal 2526
Pyu 1 503

Pvu 2416 Pvull 532
T

pBluescript SK (+)

Pvull 977

Affll 1153

Figura 3.2 Esquema del plasmido pBluescript SK (+)

pRS421: Plasmido multicopia usado para el andlisis de coexpresion (Figura 3.3) derivado de
YEp351 (Hill et al., 1986), donde estd insertada la region promotora y terminadora del gen
PMA 1. Posee un Unico sitio de clonacion (Xko 1), el gen marcador de resistencia bacteriana al

antibidtico ampicilina y el gen LEU?2 de levadura.

Pmal Pmal
promoter Xhol terminator

EcoRV
pRS421 LEU2
7.5 kb
RfITI
agel
clal

natII A
I—lpaI

2p

Figura 3.3 Esquema del plasmido pRS421
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pYPGE1S5: Plasmido multicopia usado para el analisis de coexpresion (Figura 3.4). Contiene
la region promotora del gen PGK y la region terminadora del gen CYCI. Ademas posee un
sitio multiple de clonacion (polylinker), el gen marcador de resistencia bacteriana al

antibiotico ampicilina y el gen URA3 de levadura.

EcoRV EcoRI Pstl Smal BamHI Xbal

Kpnl Apal Xhol Sall Clal HindlIII
polylinker

BGK
QL promoter *Ry)]

\555' terminator

pYPGE1S

Figura 3.4 Esquema del plasmido pYPGE15

pBI121: Plasmido binario utilizado en la transformacion de A. thaliana y N. benthamiana
(Figura 3.5) y derivado de pBIN19 (Bevan, 1984). En la regién comprendida entre las zonas
LB y RB (T-DNA) contiene el gen delator GUS bajo el control del promotor 35S y la region
terminadora del gen de la nopalina sintasa (NOS), ademas el T-DNA tiene el gen NPT II que

confiere resistencia a kanamicina.

RKEZ
ori

pUC ari

NFTII CDS

RB %, pBI121
PstI 13 kb

NPT Il COS
SphI

NOS term.
HindIII — ==\

s nog LB
Ebal term. b
BanHI SacI Eco RI

Figura 3.5 Esquema del plasmido pBI121
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pCAMBIA1300: Plasmido binario derivado del plasmido pPZP (Hajdukiewicz et al., 1994)
utilizado en la transformacion de A. thaliana (Figura 3.6). En la region comprendida entre las
zonas LB y RB (T-DNA) contiene un sitio de clonacion multiple (MCS) derivado del
plasmido pUC18 y el gen HPTII que da resistencia a higromicina.

MCS
LAC ZALPHA
CAMV3SS o / T-BORDER (R)
HYG(R)
pVS1 Sta
POLYASITE — pCAMBIA1300
TBORDER(L) SosSte
kanamycin (R) \
. pVS1-REP
pBR322 ori
pBR322 bom site

Figura 3.6 Esquema del plasmido pCAMBIA1300

pCM262: Plasmido multicopia utilizado para la expresion y aislamiento de proteina
recombinante en S. cerevisiae (Figura 3.7) derivado del pladsmido pCM190 (Gari et al.,
1997). Contiene un MCS que permite clonar un gen en pauta de lectura con 6 histidinas y 3
copias del epitopo HA bajo el control de un promotor regulable por tetraciclina (tetO-CYC1).

Ademéas presenta el gen bacteriano de resistencia a ampicilina y el gen URA3 de levadura.

Eeo R 1(Z)

1TA tranzactivatar

2 micron Chi promoter

ADH1 terminatar

pCM 262
8142 bp

Tet operator (Seven repesats)

URA3 CYOT promoter

Pme (2517)
Mot (254 DCS

Pst | (25600
CHC1 terminatar

Eoo RU/(5452)

phAB1 ori
ampk

Figura 3.7 Esquema del plasmido pCM262
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3.2 Medios de cultivo y solucion nutritiva

En todos los casos los medios se esterilizaron en un autoclave durante 20 minutos a
120 °C y 1 atmosfera de presion. Las sustancias termolabiles como tetraciclina, kanamicina,
higromicina B, norespermidina, espermina, espermidina, putrescina, acido abscisico y
perdxido de hidrogeno se adicionaron en las concentraciones indicadas al medio de cultivo ya
estéril y enfriado por debajo de los 50 °C. Los medios so6lidos se conservaron a 4 °C y los

medios liquidos a temperatura ambiente.
3.2.1 Medios para crecimiento de Arabidopsis

Medio Murashige-Skoog (MS)

Medio empleado de forma rutinaria para el crecimiento de Arabidopsis. Esta
compuesto por sales MS (Sigma), 1% o 3% (p/v) de sacarosa y 10 mM de MES; se ajusto el
pH a 5,7 con HCl y en el caso de preparar medio so6lido se agrego 8 g/l de agar (Pronadisa).

Medio con K' limitante

Medio utilizado para el crecimiento de Arabidopsis a bajas concentraciones de K™y
para los ensayos de toma de rubidio. Para ello se reemplazaron las sales MS por una solucion
de macro y micronutrientes con la siguiente composicion: 2,5 mM Ca(NOs),, 2 mM MgSOs.,
2 mM NH4H,POy4, 0,1 mM NaFeEDTA, 80 uM Ca(H,POy4),, 25 uM CacCl,, 25 uM H3BOs3, 2
UM ZnSOy4, 2 uM MnSOy4, 0,5 uM CuSOy4, 0,5 uM Na;MoOy4, 0,01 pM CoCly; 1% de
sacarosa y 2,5 mM de MES. El pH fue ajustado a 5,7 con Tris-base. El potasio fue agregado a
las concentraciones indicadas como KCI. En el caso de preparar medio s6lido se agrego 8g/l

de agarosa (Pronadisa) por su mayor pureza y muy bajo contenido en K.
3.2.2 Medios para crecimiento de bacterias

En el caso del medio LB, los antibioticos se agregaron a las siguientes

concentraciones: ampicilina (100 mg/1), kanamicina (50 mg/l) y tetraciclina (13 mg/l).
Medio Luria-Bertani (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 fue ajustado a 7,2

con NaOH, para preparar medio s6lido se agregaron 20 g/l de agar.
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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 agregaron soluciones estériles de MgCl, y glucosa a una concentracion final de

10 y 20 mM, respectivamente.
3.2.3 Medios para crecimiento de S. cerevisiae

Medio YPD

Medio usado para el crecimiento de S. cerevisiae, estd compuesto por 2% (p/v)
glucosa, 2% (p/v) triptona y 1% (p/v) extracto de levadura. Para preparar medio solido se

agregan 20 g/l de agar.

Medio SCD

Medio minimo completo usado para la obtencion de colonias transformantes de S.
cerevisiae; el medio esta compuesto por 5% (v/v) de una solucién de vitaminas/aminodcidos,
2% (p/v) glucosa, 0,7% (p/v) YNB, 50 mM é&cido succinico y 20 g/l de agar. Contiene todos

los aminoacidos y bases nitrogenadas salvo los requeridos para la seleccion de plasmidos.

Medio SD

Medio minimo usado para el crecimiento de S. cerevisiae. Esta compuesto por 2%
(p/v) glucosa, 0,7% (p/v) YNB, 50 mM dcido succinico. Para preparar medio so6lido se
agregan 20 g/l de agar. Los aminodcidos de seleccion para las auxotrofias se agregan

directamente sobre el medio solidificado o en el medio liquido estéril.

3.2.4 Solucion nutritiva

Solucion de minerales usada para regar las plantas de N. benthamiana y para los
experimentos de estrés por NaCl y LiCl en A. thaliana. Esta compuesta por los siguientes
macro y micronutrientes: 4 mM KNO3, 4 mM Ca(NOs),, 1,5 mM MgSOy, 0,75 mM KH;POy,
0,035% (w/v) EDTA-FeSOy4, 70 uM H3BOs3, 14 uM MnCl,, 0,5 uM CuSOQOy4, 1 uM ZnSOy,
0,2 uM Na,Mo0QOy, 10 uM NaCl, 0,01 pM CoCl,.
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3.3 Manipulacion y crecimiento de A. thaliana y N. benthamiana

Las plantas de Arabidopsis thaliana y Nicotiana benthamiana se cultivaron en una
mezcla 2:1 de turba (Biolan) : vermiculita (Asfaltex). Las macetas fueron colocadas en
bandejas e irrigadas 2 veces a la semana con agua mediante inundacién de la bandeja. Las
condiciones de crecimiento en el invernadero fueron de dia largo (16 horas de luz y 8 de
oscuridad) a 23 £+ 2 °C de temperatura y 70 = 5% de humedad relativa con una intensidad de

luz aproximada de 130 pE-m™sec™.

Para el cultivo in vitro de A. thaliana, las semillas fueron esterilizadas con una
solucion de etanol al 70% (v/v) y Triton X-100 0,1% (v/v) durante 15 minutos en agitacion,
después se elimino el etanol, se afiadid una solucion de lejia al 2,5% (v/v) y Triton X-100
0,05% (v/v) y se mantuvo en agitacion durante 10 minutos. Finalmente se lavaron las semillas
3 veces con agua destilada. La estratificacion de las semillas se llevo a cabo colocando las

semillas en agua estéril a 4 °C durante 3 dias.

Para la germinacion de semillas se usaron placas Petri de 9 cm @ que contenian medio
de cultivo MS soélido y fueron selladas con cinta porosa (Micropore). Cuando se realiz6 el
crecimiento de plantulas en medio liquido se dispensé MS liquido en matraces de 50 ml o en
placas de cultivo de 6 pocillos (Greiner) con un volumen de 7 ml por pocillo y se colocaron
en agitacion (90-110 rpm). La incubaciéon de medio MS sdlido y liquido se realiz6 en cadmaras
con condiciones controladas de 23 °C de temperatura, fotoperiodo de dia largo (16:8) e

intensidad de luz de 100 pE-m™>s™.

3.4 Manipulacion y condiciones de crecimiento de E. coli

Para el crecimiento en medio liquido de E. coli se utilizo un incubador orbital a 37 °C.
Los cultivos se crecieron en tubos o matraces estériles en agitacion (200-250 rpm) para
mantener una aireacion adecuada. En el caso de crecimiento en medio sélido, las placas se

situaron boca abajo en una estufa a 37 °C.
3.4.1 Preparacion de células competentes

Células competentes para choque térmico

Se anaden 400 pl de un cultivo saturado de E. coli a 200 ml de medio SOB ( 2% p/v
triptona, 0,5% p/v extracto de levadura, 10 mM NaCl, 3 mM KCI, 10 mM MgCl, y 10 mM
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MgSO,) y se incuba a temperatura ambiente hasta una Agg de 0,5-0,7. Se recogen las células
por centrifugacion en frio a 5000 rpm durante 5 minutos y se resuspenden en 10 ml de TB frio
(0,48% p/v Pipes, 16 mM CacCl, 170 mM KCI, 40 mM MnCl,, ajustar a pH 6,7), se vuelve a
centrifugar, y se resuspenden las células en 10 ml de TB frio. Finalmente se agregan 750 ul de

dimetilsulfoxido y se divide en alicuotas de 100 pl que se guardan a -80 °C.
Células competentes para electroporacion

Se inoculan 2 ml de cultivo saturado de E. coli en 200 ml de medio LB sin tetraciclina
y se incuba a 37° hasta una Agg de 0,8. Las células se recogen por centrifugacion en frio a
4000 rpm durante 10 minutos, luego las células se lavan 2 veces con agua estéril fria y 1 vez
con glicerol frio al 10% (v/v). Finalmente las células se resuspenden en 0,8 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

Choque térmico

Se afiade el plasmido a transformar a una alicuota de células competentes y se coloca
30 minutos en hielo; seguidamente se realiza una incubacioén a 42 °C durante 1 minuto e
inmediatamente se coloca en hielo durante 2 minutos. Finalmente se agrega 0,9 ml de medio
LB, se pone en agitacion durante 50 minutos a 37 °C y se extiende las células en una placa de

LB con el antibiotico de seleccion del plasmido.
Electroporacion

Se afiade el plasmido a transformar a una alicuota de células competentes y la mezcla
se coloca en 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. Seguidamente se agregan 0,9 ml de medio SOC, se incuba durante 50

minutos a 37 °C en agitacion y se extienden las células en una placa de LB con antibiotico.
3.5 Manipulacion y condiciones de crecimiento de A. tumefaciens

Para el crecimiento en medio liquido de A. tumefaciens se utilizd un incubador orbital
a 28 °C. Los cultivos se crecieron en tubos o matraces estériles en agitacion (200-250 rpm)
para mantener una aireacion adecuada. En el caso de crecimiento en medio sdlido, las placas

se situaron boca abajo en una estufa a 28 °C.
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3.5.1 Preparacion de células competentes

Se inocula 1 ml de cultivo saturado de A. tumefaciens en 100 ml de medio LB sin
antibidtico y se incuba a 28 °C durante una noche. Luego las células se recogen por
centrifugacion en frio a 4000 rpm durante 10 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 puF y 2 kV. Seguidamente, se agregan 0,8 mL de medio SOC, se incuba durante 2-3
horas a 28 °C en agitacion y se extienden las células en una placa de LB con el antibidtico de

seleccion.

3.6 Manipulacion y condiciones de crecimiento de S. cerevisiae

Para el crecimiento a pequefia escala de S. cerevisiae en medio liquido (tubos de 10
ml) se utilizé un agitador tipo noria (40-50 rpm) colocado en un incubador a 28 °C. Para el
crecimiento a gran escala se utilizaron matraces estériles en un agitador orbital (200-250 rpm)
a 28 °C. En el caso de crecimiento en medio solido, las placas se situaron boca abajo en una

estufa a 28 °C.

3.6.1 Preparacion de células competentes

Se inocula una colonia de células en 50 ml de medio YPD 6 SD, se incuba durante una
noche y las células se recogen por centrifugacion en frio a 2000 rpm durante 10 minutos.
Luego se realizan 2 lavados con agua estéril fria y un lavado con 5 ml de AcLiTE (0,1 M
acetato de litio, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 7,5), después las células se resuspenden
en 0,4 6 0,2 ml de AcLiTE, dependiendo si provienen de medio YPD o SD, respectivamente
y se incuban en agitacion a 30 °C durante 15 minutos. Finalmente se afiade 1/10 del volumen
total de ssDNA (10 mg/ml) y se divide en alicuotas de 55 pl si las células competentes se usan
inmediatamente; en caso contrario, se afiade 1/4 del volumen total de glicerol 80% (v/v), se

divide en alicuotas de 75 pul y se guardan a -80 °C.
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3.6.2 Transformacion por choque térmico

Se agrega el plasmido a transformar a las células competentes junto con 270 ul de
PEG 4000 al 45% (v/v) y 30 ul de AcLiTE 10X, esta mezcla se agita vigorosamente usando
un vortex y se incuba 30 minutos a 30 °C. Luego se vuelve a agitar en un vortex, se incuba 20
minutos a 42 °C y se centrifuga durante 5-10 segundos a méaxima velocidad. Las células se

resuspenden en 100 ul de sorbitol 1M y se extienden en una placa de SCD.
3.7 Busqueda y analisis de mutantes

3.7.1 Rastreo de lineas de A. thaliana

La poblacion Sy de lineas mutantes fue analizado mediante un rastreo primario de alta
densidad (aproximadamente 1000 semillas por placa de 9 cm de @) en medio MS soélido
suplementado con 3,2 mM de norespermidina. Las semillas esterilizadas fueron puestas en
una solucion de agarosa 0,1% (p/v) y se distribuyeron manualmente en la placa usando un asa
de plastico estéril; las placas fueron selladas con cinta porosa y se incubaron segun las

condiciones ya mencionadas.

Las plantulas que presentaban emergencia de raiz y ambos cotiledones verdes y
expandidos fueron consideradas resistentes, estas plantulas S; fueron transferidas del medio
con norespermidina a un medio MS sin norespermidina durante unos dias para permitir el
mayor desarrollo de la raiz y posteriormente fueron transplantadas a tierra para obtener la

siguiente generacion (Figura 3.8)

La generacion S, fue analizada mediante un rastreo secundario con baja densidad de
semillas (100 semillas por placa de 9 cm de @) en medio MS so6lido suplementado con 2,8
mM de norespermidina. Este rastreo secundario se realiz6 para confirmar el fenotipo de

resistencia a norespermidina observado en el rastreo primario.

3.7.2 Comprobacion de la presencia de T-DNA

Se extrajo DNA genomico de 3 plantulas S, de cada mutante crecidas en medio MS
liquido durante 12 dias. El DNA extraido se digirio con la enzima de restriccion BamHI.
Posteriormente se realizé un analisis “Southern Blot” empleando una sonda 35S (identifica el
extremo derecho del T-DNA) y una sonda BAR (identifica el extremo izquierdo del T-DNA);

estas sondas fueron obtenidas por PCR al amplificar el activador transcripcional 35S y el gen
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BAR, que posee el T-DNA (Figura 3.1), con la pareja de cebadores 5°35S / 3°35S y 3’ BAR /
5’BAR (Anexo 1).

Mantener a 4 °C

Esterilizar las semillas
(1000 semillas / tubo)
l por 3 dias

Sembrar en medio MS +
3,2 mM norespermidina

Mantener en camara
de cultivo por 7 dias

Rescatar las plantulas que
presenten cotiledones verdes
desarrollados

Pasar los candidatos a
- 5 macetas para obtener

Mantener en camara la descendencia
de cultivo por 5 dias

Pasar los candidatos
a medio MS para
permitir el alargamiento
de la raiz

Figura 3.8 Esquema para la obtencion de mutantes resistentes a norespermidina

Mantener en invernadero
durante 2-3 meses

3.7.3 Analisis genético

La linea mutante se cruzd con el ecotipo silvestre Columbia (Col-7) mediante la
polinizacion manual de flores emasculadas (Bent, 2000). Para determinar si la mutacion es
dominante o recesiva, las semillas F; del cruce fueron puestas en tierra para obtener la
generacion F; por autopolinizacion y se determiné el porcentaje de plantulas con cotiledones
verdes y expandidos a los 5 dias en placas con medio MS solido suplementadas con 2.8 mM

de norespermidina.
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3.7.4 Analisis de cosegregacion

Este analisis permite conocer si existe correlacion entre el fenotipo de resistencia a
norespermidina y el T-DNA presente en el genoma. Para ello se sembraron semillas de la
poblacion F,, del cruce entre el mutante y el ecotipo silvestre, en medio MS solido
suplementado con 2,8 mM de norespermidina y a los 5 dias se seleccionaron las plantulas que
presentaban el fenotipo de resistencia a norespermidina (emergencia de raiz y ambos
cotiledones verdes y expandidos). Estas plantulas fueron pasadas a medio MS liquido y se
dejaron crecer durante 12 dias. Se extrajo el DNA gendmico de cada plantula y se realizé un
analisis “Southern Blot” para determinar la presencia o ausencia de inserciones de T-DNA
empleando una sonda 35S especifica del T-DNA. Paralelamente se realiz6 un analisis de PCR

de cada individuo utilizando los cebadores F30 y 5’LB (Anexo 1)
3.7.5 Rescate plasmidico

Esta técnica se empled 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 Unicamente capaz de transformar F.
coli el DNA circularizado que presente el plasmido pBstKS+, incluido en el T-DNA (Figura
3.1). Este DNA circularizado contiene la region gendémica flanqueante a la insercion del T-

DNA que se secuencia utilizando cebadores especificos del T-DNA.

2 nug de DNA gendmico de la planta mutante son digeridos con una de las enzimas de
restriccion EcoR 1 6 BamH 1 a 37 °C durante 2 horas; se agrega un volumen de PCI
(fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1) y el DNA (presente en la fase acuosa) se
precipita con dos volumenes de EtAcNA (1 ml AcNa 3 M en 19 ml de etanol absoluto) a -20
°C durante 24 horas. Luego el DNA se resuspende en 88 ul de agua estéril y se recirculariza
agregando 2ul de la enzima ligasa T4 (5 U/ul), 10 ul de tampdn de ligacion e incubando a
14 °C durante toda la noche. Seguidamente el DNA se precipita de nuevo con dos volimenes
de EtAcNA a -20 °C durante 5 horas, después el precipitado se lava con etanol 70% (v/v) y se

resuspende en 10 ul de agua estéril.

Para transformar E. coli se usa la cepa XL1-Blue MRF’ y se emplean 5 pl de DNA
circularizado. Las condiciones de la electroporacion estdn descritas en el apartado 3.4.2.
Finalmente los plasmidos aislados son secuenciados usando los cebadores 5°’LLB en el caso del

DNA gendmico digerido con BamH 1y 5’Eco para el DNA digerido con EcoR I (Anexo 1).
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3.8 Ensayo de aparicion de cotiledones

Los medios y condiciones de cultivo se describen en los apartados 3.2.1 y 3.3. Se
colocaron en medio solido 50 semillas de cada linea a analizar y el porcentaje de plantulas
con cotiledones verdes expandidos fue determinado al cabo de 6 dias. Se realizaron al menos
3 repeticiones de cada tratamiento. Para la toma de fotos individuales a las plantulas se utilizé

el microscopio estereoscopico SMZ800 (Nikon).
3.9 Ensayos de crecimiento en invernadero

Se realizaron 2 tipos de ensayo de estrés en condiciones de invernadero. El primer
ensayo consistioé en colocar 10-15 semillas por maceta y empezar a regarlas desde el primer
dia con solucién nutritiva suplementada con NaCl o LiCl a las concentraciones indicadas en
cada experimento. Un segundo ensayo consistid en transplantar cinco plantulas de 6 dias,
crecidas en medio MS so6lido a macetas y regarlas con agua hasta que se haya desarrollado
completamente la roseta y aparezca la inflorescencia primaria, a partir de este momento se
empieza a regar con solucion nutritiva suplementada con NaCl o LiCl a las concentraciones

indicadas en cada experimento.
3.10 Ensayos de peso fresco

Para determinar el peso fresco de las plantulas en diferentes medios, se colocaron en
medio solido 50 semillas de cada linea a analizar y al cabo de 6 dias se recogieron todas las

plantulas y semillas y se pesaron en una balanza electronica (Precisa).

Para determinar el peso fresco de la parte aérea en plantas sometidas a estrés, plantas
adultas fueron regadas con solucion nutritiva suplementada con NaCl o LiCl durante 14 y 6
dias respectivamente. Posteriormente las plantas fueron cortadas por debajo de la roseta y

pesadas en una balanza electrénica (Sartorius).

3.11 Ensayo de toma y acumulacion de cationes y norespermidina

3.11.1 Potasio, sodio, litio y norespermidina

Para el ensayo de toma de Na', Li" y norespermidina en plantulas de Arabidopsis
primero se sembraron semillas en medio MS so6lido, después de 5 dias se pasaron 3 plantulas

a medio MS liquido donde se mantuvieron por 10 dias para finalmente traspasar las plantulas
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a un nuevo medio MS liquido suplementado con NaCl, LiCl o norespermidina. Para cada
intervalo de tiempo se tomaron 3 plantas de cada linea, las cuales se lavaban 2 veces en una
solucion fria de 20 mM de MgCl, y 2 veces en agua estéril fria. Finalmente se guardaron las
muestras en papel filtro y se dejaron secando en una estufa a 50 °C durante 2-3 dias cuando se
iba a medir el contenido de Na" o Li". Para medir el contenido de norespermidina, las

muestras se congelaron en nitrogeno liquido y se guardaron a -80 °C.

Para el ensayo de acumulacion de Na', Li", K* y norespermidina en plantulas, se
repitio el procedimiento anterior, pero las plantulas se dejaron en medio MS liquido
suplementado con NaCl, LiCl o norespermidina durante 2 dias. En el caso del K", se cogieron

las muestras después de 12 dias en medio MS liquido.

Para el ensayo de acumulacion de Na', Li" y K" en la parte aérea de plantas adultas se
usaron plantas crecidas en invernadero (4-5 semanas) que tenian la inflorescencia primaria
desarrollada y que fueron regadas con solucion nutritiva suplementada con NaCl o LiCl
durante 5 y 3 dias, respectivamente. Finalmente se cort6 la planta debajo de la roseta y se

colocd en una estufa a 50 °C durante 2-3 dias.

Para el ensayo de acumulaciéon de Na', Li” y K en la raiz de plantas adultas se usaron
plantas crecidas en un sistema hidropdnico (4-5 semanas) que tenian la inflorescencia
primaria desarrollada, estas plantas fueron regadas con solucién nutritiva suplementada con
NaCl o LiCl durante 2 dias. Se cort6 la raiz debajo de la roseta y se colocd en una estufa a 50

°C durante 2 dias.

3.11.2 Rubidio

El rubidio se usa en fisiologia como analogo del potasio. Para el ensayo de toma de
Rb" en plantulas de Arabidopsis, primero se sembraron semillas en medio MS sélido y
después de 5 dias se pasaron 3 plantulas a medio MS liquido donde se mantuvieron por 10
dias. Después se lavaron las plantulas 2 veces con agua estéril y se pasaron a un medio MS
liquido sin K' y suplementado con 1 mM de RbCl. Para cada intervalo de tiempo se tomaron
3 plantas de cada linea, las cuales se lavaron 2 veces en una solucion fria de 20 mM de MgCl,
y 2 veces en agua estéril fria. Finalmente se guardaron las muestras en papel filtro y se

colocaron en una estufa a 50 °C durante 2-3 dias.
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3.12 Ensayo de acumulacion de iones en el xilema

Se parti6 de plantas crecidas en invernadero (4-5 semanas) con la inflorescencia
primaria desarrollada que fueron regadas con solucién nutritiva suplementada con NaCl 6
LiCl durante 3 y 2 dias respectivamente. Con una cuchilla se cortd la inflorescencia por la
base y se colocd en una cdmara de presion de Scholander (PMS Instrument) a una presion de
10 a 50 bar. Las primeras gotas de liquido xilematico fueron descartadas para evitar

contaminacion por fluido floematico. Se tomo el liquido xilematico usando una micropipeta.
3.13 Medida de cationes y norespermidina

3.13.1 Cationes

Una vez las muestran eran secadas en la estufa, se trituraron y se colocaron 10 mg en
un tubo donde se afiadi6 1 ml HNOs 0,1 M y se dejo a temperatura ambiente durante 30
minutos. Finalmente se centrifugd 2 minutos, el sobrenadante se pasé a un tubo nuevo y se
guardd a 4 °C. Para determinar la cantidad de Rb’, Li’, Na" y K' se empled un

espectrofotometro de absorcion atdmica SpectrAA 10plus (Varian).
3.13.2 Norespermidina

Las muestras se trituraron en un mortero usando nitréogeno liquido, se colocaron 200
mg de tejido en un tubo de centrifuga y se anadié 2 ml de 4cido perclorico 5% (v/v) frio. Se
incub6d en hielo 1 hora y se centrifugd a 4 °C durante 20 minutos a 15000 rpm. El

sobrenadante, conteniendo la fraccion de poliaminas se guardo6 a -20 °C.

La benzoilacion de las poliaminas se realiz6 seglin Flores y Galston (1982). 0,5 ml de
extracto de poliaminas fue colocado en un tubo de vidrio, se afiadio 1 ml de NaOH 2 M y 15
ul de cloruro de benzoilo, se mezcld vigorosamente usando vortex durante 1 minuto, se
incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos y se agregaron 2 ml NaCl 5 M. Después se
afadieron 2 ml de éter dietilico y se mezcl6d en vortex durante 1 minuto, cogiendo luego la
fase superior, donde se encuentran las poliaminas benzoiladas, y colocandola en un tubo de
vidrio. Finalmente se repiti6 el proceso con 1 ml de éter dietilico y se elimin6 el éter usando
un sistema de secado por aire. Las poliaminas benzoiladas fueron resuspendidas en 200 pl de
metanol. Los patrones de norespermidina (10 y 20 nmoles de norespermidina) fueron tratados

de forma similar.
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La cantidad de norespermidina benzoilada fue determinada usando un sistema de
HPLC compuesto por una bomba Waters 600E, un Autosampler Waters 717plus, un detector
de absorbancia Waters 486 y una columna Symetry C;g 5 um (Waters). La longitud de onda a
la cual se detecto el grupo benzoilo unido a un grupo amino de la norespermidina
(norespermidina benzoilada) fue 254 nm y una AUFS de 2. Los datos se procesaron usando el
programa Millennium32 suministrado por Waters. La fase eluyente estaba compuesta por un
gradiente agua:metanol (50:50) a un flujo constante de 1 ml/minuto hasta una proporcion
30:70. Después de analizar cada muestra, se lavo la columna con metanol puro durante 20

minutos seguido de 15 minutos con agua metanol (50:50) para volver a equilibrar la columna.
3.14 Medida del potencial de membrana

Las medidas de potencial de membrana fueron llevadas a cabo en el Departamento de
Biologia Vegetal de la Universidad de Mélaga por la Dra. Maria Jesus Garcia Sanchez segiin
el siguiente protocolo. Las semillas se germinaron esterilizdndolas con lejia al 10% (v/v)
durante 10 minutos, seguido de cinco lavados de 5 minutos con agua estéril. Las semillas se
resuspendieron en agarosa al 0,15% (p/v) y se sembraron en placas Petri de 15 cm O sobre
papel de filtro embebido en 7 ml de medio MS diluido al 25%. Las placas se mantuvieron 24
horas en oscuridad a 4 °C, y luego se pasaron a una cdmara de cultivo mantenida a 25 °C con

un fotoperiodo 16:8, con una intensidad de luz de 50 pmol m™s™.

El potencial de membrana (E,,) se mide utilizando la técnica estindar de medida con
microelectrodos de vidrio descrita por Felle (1981). Las raices procedentes de plantas de entre
15 y 20 dias de cultivo se montan sobre cdmaras de Plexiglass de aproximadamente 1,1 ml de
volumen, manteniéndose un flujo continuo de medio de ensayo (1 mM KCI, 1 mM NaCl, 0.5
mM CaCl,, 1 mM Mes-Tris pH 5.5) de aproximadamente 10 ml/min. Los electrodos se
introducen en las células epidérmicas o en las células corticales més externas de la zona de los
pelos radiculares. Los microelectrodos se rellenan con 500 mM de KCl y se encajan en
portaelectrodos que contienen un deposito de Ag/AgCl, y que se conectan a un voltimetro de

alta impedancia FD-223 (World Precision Instruments).
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3.15 Purificacion y analisis de acidos nucleicos

3.15.1 Aislamiento de DNA plasmidico

Escherichia coli

Se empled 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. Se centrifuga a 13000 rpm durante 10 minutos y se elimina el
sedimento (restos celulares y DNA cromosdmico). Al sobrenadante se le agregan 400 pul de
isopropanol y se deja a -20 °C durante 15 minutos. Se centrifuga a 13000 rpm durante 10
minutos y se resuspende el precipitado en 200 pl de agua estéril, se afiaden 700 ul de etanol
absoluto:acetato de amonio (6:1) y se deja a -20 °C durante 20 minutos. Se centrifuga a 13000
rpm durante 10 minutos y se lava el precipitado con etanol 70% (v/v). Finalmente se deja

secar el precipitado para eliminar el etanol y se resuspende en agua estéril.

Cuando los plasmidos aislados eran enviados a secuenciar, se realizaba un tratamiento
con RNAasa y PCI. Se agregan agua estéril hasta un volumen final de 100 pl, 1,5 ul RNAasa
1% (p/v) y se incuba a 37 °C durante 40 minutos. Se agregan 100 ul de PCIL, se mezcla y se
centrifuga a 13000 rpm durante 10 minutos. Después se toma la fase acuosa superior, se
coloca en un tubo nuevo, se afiade el doble de volumen de EtAcNa (para precipitar el DNA) y
se incuba a -20 °C durante toda la noche. Finalmente se centrifuga a 13000 rpm durante 10
minutos, se lava el precipitado con etanol 70%, se deja secar el precipitado para eliminar el

etanol y se resuspende en agua estéril.
Agrobacterium tumefaciens

Las células de 2 ml de cultivo saturado crecido en medio LB con el kanamicina se
recogen por centrifugacion y se resuspenden en 100 ul de tampon de lisis frio (50 mM
glucosa, 25 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM EDTA y 0,4% p/v lisozima), se incuba a
temperatura ambiente durante 10 minutos y 5 minutos en hielo. Después se afiaden 200 pl de
solucion de lisis (0,2 M NaOH y 1% p/v SDS), se mezcla suavemente por inversion del tubo y
se incuba a temperatura ambiente durante 30 minutos. Luego la mezcla de lisis se neutraliza

con 150 pl de acetato de potasio 3 M pH 4,8, se mezcla por inversion del tubo y se incuba en
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hielo durante 10 minutos. Se centrifuga a 13000 rpm durante 5 minutos, para precipitar los
restos celulares, el sobrenadante se pasa a un tubo nuevo donde se afiade un volumen igual de
PCI, se mezcla con vortex y se centrifuga a maxima velocidad durante 10 minutos.
Finalmente se toma la fase acuosa superior, se pasa a un tubo nuevo y se agrega 1 ml de
etanol absoluto frio, para precipitar el DNA plasmidico, se centrifuga a maxima velocidad, el
precipitado se lava con etanol 70% se deja secar para eliminar el etanol y se resuspende en

agua estéril.

3.15.2 Aislamiento de DNA genémico de Arabidopsis

Se empled una adaptacion del método del CTAB descrita en McKinney (1995).
Aproximadamente un gramo de tejido vegetal es homogenizado en mortero usando nitrégeno
liquido. Este homogenizado se coloca en un tubo falcon, se le afiaden 2 ml de tampodn de
extraccion CTAB (2% p/v CTAB, 100 mM Tris-HCI pH 8, 20 mM EDTA, 1,4 M NaCl y 1%
p/v PVP Mr 40000) y se incuba a 60 °C durante 15 minutos. Después se agregan 2 ml de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se mezcla usando vortex y se centrifuga a 3000 rpm
durante 10 minutos. Se toma la fase acuosa superior y se afiaden 0,1 volumenes de la solucion
CTAB 10X (10% p/v CTAB y 0,7 mM NaCl), se calienta a 60 °C durante 2 minutos y se
afiaden dos volumenes de agua estéril fria para inducir la precipitacion del complejo
CTAB/DNA-RNA, se incuba en hielo durante 3 horas y se recoge el precipitado mediante
centrifugacion a 13000 rpm durante 10 minutos. El precipitado se resuspende en 0,4 ml de
NaCl 1M, se afiaden 0,8 ml de etanol absoluto frio para inducir la precipitacion del DNA y se
centrifuga a 13000 rpm durante 10 minutos. Finalmente, el DNA precipitado se lava dos
veces con etanol 70% para quitar el exceso de sal y el precipitado final se resuspende en agua

estéril.

3.15.3 Electroforesis de DNA

Para comprobar la integridad y concentracion del DNA plasmidico y gendémico
extraido se emplearon geles de agarosa 0,8% (p/v) fundida en tampdn de electroforesis TBE
0,5X (45 mM TrisBase, 45 mM d4cido bérico y 1 mM EDTA). Tanto el tampon de
electroforesis como el gel contenian 0,05% (p/v) de bromuro de etidio. La visualizacion del

DNA se realiz6 iluminando el gel con luz ultravioleta (UV) a 254 nm de longitud de onda.

Para la purificacion de fragmentos de DNA se usaron geles de agarosa 1% (p/v)

fundida en tampon de electroforesis TAE 1X (40 mM TrisBase, 20 mM 4acido acético y 2 mM
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EDTA). El gel y el tampon de electroforesis contenian 0,005% (v/v) de bromuro de etidio. La
visualizacion del DNA se realizo iluminando el gel con luz UV a 366 nm de longitud de onda,
con ello se pretendié minimizar la rotura de la cadena de DNA del fragmento a purificar. Para
extraer y purificar el fragmento de DNA se uso el kit “Rapid Gel Extraction System”
(Marligen)

Como tampones de carga se utilizaron:
e Tampodn 6X naranja (50% v/v glicerol, 60 mM Tris-HCI pH 8, 6 mM EDTA y
0,35% p/v Orange G)
e Tampdén 6X azul (40% p/v sacarosa, 0,1 M EDTA y 0,25% p/v azul de

bromofenol)

Como marcadores de tamafio y peso molecular se utilizaron los patrones comerciales

1Kb y MHind 111 de Invitrogen.

3.15.4 Analisis “Southern Blot”

1 ng de DNA se digiere con la enzima de restriccion BamHI durante 2-3 horas. La
separacion de los fragmentos de restriccion se realiza en un gel TAE 1X a un voltaje de 15-25
V durante toda la noche. El DNA se desnaturaliza usando una solucién de NaOH 0,4 M y se
transfiere a una membrana Hybond N* (Amersham) mediante la técnica de transferencia de
DNA en medio alcalino, descrita en Sambrook y Russell (2000), durante toda la noche.
Finalmente el DNA se fija covalentemente a la membrana por radiacion ultravioleta usando

un aparato Stratalinker (Stratagene).

La membrana con el DNA fijado se coloca en un tubo de hibridacion ThermoHybaid
(Thermo), se anaden 5 ml de tampon de hibridacion PSE (0,4 M Na,HPO4 pH 7,2, 1 mM
EDTA y 7% p/v SDS) y se deja durante 20 minutos en un horno con agitacion circular a 65
°C. Después se agrega una sonda radioactiva, para detectar el DNA en la membrana, al
tampon de hibridacion y se deja durante 16-18 horas a 65 °C en agitacion. Posteriormente se
realizan 2 lavados de la membrana, para eliminar la sonda no unida especificamente, de 20
minutos a 65 °C con un tampo6n de lavado (40 mM Na,HPO, pH 7,2, 1 mM EDTA y 5% p/v
SDS). Después la membrana es secada a temperatura ambiente y envuelta 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 en una procesadora automatica M35X-Omat (Kodak).
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3.15.5 Aislamiento de RNA de Arabidopsis

El material vegetal para la extraccion de RNA estaba compuesto por hojas de roseta de
plantas de Arabidopsis crecidas en invernadero. Cuando se realiz6 el analisis de expresion en
diferentes organos de la planta, el material vegetal provino de plantas adultas, excepto en el
caso de raiz que provino de plantas crecidas en medio MS soélido en posicion vertical. En el
analisis de expresion a diferentes tratamientos de estrés se emplearon plantulas crecidas en
medio MS liquido durante 10 dias a las que se aplico el estrés correspondiente durante el
tiempo indicado. Acabado el tratamiento, el material vegetal se lavd dos veces en agua estéril

y se congelo en nitrégeno liquido.

El protocolo de extraccion de RNA fue el mismo para todo tipo de material vegetal.
Un gramo de material congelado se homogeniza en mortero, se coloca en un tubo falcon, se
agrega 1 ml de PCl y 1 ml de TCES (0,2 M Tris, 0,2 M NaCl, 50 mM EDTA, 2% p/v SDS,
ajustado a pH 8 con HCI) y se incuba a 50 °C durante 15 minutos. A continuacién se
centrifuga a 12000 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 12000 rpm durante 10 minutos. Luego 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 agua estéril. Para
comprobar la integridad del RNA se emplean geles no desnaturalizantes y para conocer la

concentracion se utiliza un espectrofotdémetro ND-1000 (NanoDrop)
3.15.6 Electroforesis de RNA

Condiciones desnaturalizantes

Estos geles se emplearon para realizar el analisis “Northern Blot”. Se preparan geles
de agarosa 1% en tampon MAE 1X (10% v/v MAE 10X [200 mM MOPS, 50 mM acetato de
sodio, 10 mM EDTA vy ajustado a pH 7 con NaOH] y 2,2% v/v formaldehido 37%). Como
tampon de electroforesis se emplea 10% (v/v) MAE 10X y 1,1% (v/v) formaldehido 37%. Las
muestras de RNA se mezclan con el tampdn 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. Se uso el “RNA ladder” (Invitrogen) como marcador de tamafio.
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Condiciones no desnaturalizantes

Estos geles se emplearon para observar la integridad del RNA total aislado. Se
preparan geles de agarosa 1% TAE 1X, las muestras se cargan con el tampon 1,25X y se

calientan a 56 °C durante 10 minutos antes de cargarlas en el gel.

3.15.7 Analisis “Northern Blot”

Se emplearon 15-25 pg de RNA que se separa, segun el tamafio, en geles
desnaturalizantes usando un voltaje de 80-100 V durante 3-4 horas. El gel se lava 2 veces con
una solucion de SSC 10X (1,5 M NacCl, 0,15 M citrato sodico, ajustado a pH 7 con HCI)
durante 20 minutos cada lavado, asi se elimina el formaldehido del gel. E1 RNA se transfiere a
una membrana Hybond N (Amersham) por capilaridad en tampon SSC 10X durante toda la
noche. Finalmente el RNA se fija covalentemente a la membrana por radiacion ultravioleta

usando un aparato Stratalinker (Stratagene).

La membrana con el RNA fijado se coloca en un tubo de hibridacion ThermoHybaid
(Thermo), se afiaden 5 ml de tampon de hibridacion PSE y se deja durante 20 minutos en un
horno con agitacion circular a 65 °C. Después se agrega una 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 5 minutos a 65 °C con
una solucion SSC 4X, 0,1% (p/v) SDS y un lavado con la soluciéon SSC 0,4X, 0,1% (p/v)
SDS. Después la membrana es secada a temperatura ambiente y envuelta en plastico tipo
“Saran Wrap”. Finalmente se realiza la autoradiografia del mismo modo que en el analisis

“Southern Blot”.
3.15.8 Marcaje radioactivo de sondas

El DNA empleado para la sintesis de sondas radioactivas en los experimentos de
“Southern Blot” y “Northern Blot” fue obtenido mediante amplificacion por PCR de DNA
genomico. El producto de PCR es visualizado en un gel TAE 1X y purificado usando el kit
“Rapid Gel Extraction System” (Marligen).

Para el marcaje radioactivo de las sondas se usé el método de marcaje por
hexanucleotidos (“ramdom priming”) descrito en Sambrook y Russell (2000). Como DNA
molde se emplean 80-100 ng de DNA. El DNA molde se coloca en 15 pul de agua estéril y se

desnaturaliza a 95 °C durante 10 minutos. Seguidamente se pone en hielo y se agregan 5 ul de
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OLB 5X (0,1 M MES pH 6,8, 5 mM DTT, 25 mM MgCl,, 100 pg hexanucleotidos al azar
“hexanucleotides ramdom primers” (Boehringer), 0,1 mM dATP, 0,1 mM dGTP, 0,1 mM
dTTP), 1 ul del fragmento klenow de la DNA polimerasa de E. coli (10 U/ul), 2,5 ul de BSA
10X (albamina de suero bovino) para estabilizar la enzima y 2 pl de o->P dCTP (10 uCi/ul)
como nucledtido radioactivo. Finalmente se incuba a temperatura ambiente durante 8-10
horas y se afiaden 200 pl de TE 1X (ImM EDTA, 10 mM Tris pH 8) para detener la reaccion,
se desnaturaliza el DNA nuevamente y se afiade al tubo de hibridacion que contiene la

membrana a hibridar.

3.16 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

3.16.1 Oligonucledtidos cebadores

Todos los cebadores utilizados en este trabajo fueron sintetizados por la empresa
Isogen Life Science. En el anexo 1 se muestran las secuencias de los oligonucledtidos usados

como cebadores en las reacciones de PCR, PCR diagndstica y RT-PCR cuantitativa.

3.16.2 Condiciones de PCR

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo de forma rutinaria en un volumen de 25 pl

en tubos estériles, donde se anadieron los diferentes reactivos segun el siguiente protocolo:

DNA molde 5-10 ng
Tampon PCR 10X 2,5 ul
dNTPs 2,5 mM 2,5 ul
Cebador sentido (0,1 pg/ul) 2,5 ul
Cebador antisentido (0,1 pg/ul) 2,5 ul

Polimerasa (7Tag, TITANIUM Tagq) 1U /ul 0,5-2 ul
H,0 MilliQ volumen suficiente para 25 pl

Como polimerasa termoestable en las reacciones rutinarias donde no se requeria una
alta fidelidad se usé la enzima Tag (Biotools), mientras que cuando se requeria una
amplificacion del DNA de alta fidelidad se emple6 la enzima TITANIUM™ Tag (Clontech).
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador MINICYCLER™ PTC-150
(MJ Research) usando el siguiente programa de PCR:
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e 1 ciclo de desnaturalizacion a 95 °C durante 3 min.

e 25-30 ciclos de: desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s, hibridacion de los cebadores
utilizando una temperatura de anillamiento de 2 a 3 °C inferior a la T, de los
oligonucledtidos durante 30 s, y una extension a 72 °C de 1 min por kb a amplificar en
el caso de la enzima Taq o una temperatura de 68 °C y 2 min por kb a amplificar en el
caso de la enzima TITANIUM™ Tugq.

e 1 ciclo de extension final a 72 o 68 °C durante 5 min.

3.16.3 PCR diagnoéstica

Para la obtencion de lineas mutantes homocigotas de insercion de T-DNA,
suministradas por el NASC, se realizaron PCR diagnosticas utilizando un par de
oligonucledtidos (LP y RP), que hibridan en el DNA del genoma de Arabidopsis, localizados
a cada lado del T-DNA y un tercer oligonucledtido que hibrida en el T-DNA (Lbbl). La
informacion para la obtencion de lineas homocigotas, asi como el programa 7-DNA Primer
Design para el disefio de los oligonucledtidos LP y RP se pueden consultar en

http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html.

3.16.4 RT-PCR cuantitativa

Se afiaden 2 pg de RNA total en un volumen de 16 pl de agua estéril junto con 10 pl
de dNTPs (2,5 mM de cada desoxirribonucleétido trifosfato) y 2 pl del cebador para RNA
oligo p(dT);s (0,1 pg/ul) y se incuba a 65 °C durante 5 minutos para romper posibles

estructuras secundarias de RNA y permitir el anillamiento del cebador.

La reaccion de sintesis de cDNA se lleva a cabo en un volumen total de 40 pl,
conteniendo los 28 ul de la mezcla anterior, 8 ul de buffer RT X5, 4 ul de DTT (0,1 M) y 0,7
ul de transcriptasa inversa M-MuLV (20 U/ ul). Se incuba a 37 °C durante 75 minutos, se
inactiva la enzima calentando a 65 °C durante 5 minutos y se coloca el tubo inmediatamente

en hielo. La mezcla de PCR se lleva a cabo segun el siguiente protocolo:

cDNA molde 0,5 ul
Tampon PCR 10X 2ul
dNTPs 2,5 mM 2 ul
Cebador sentido (0,1 pg/ul) 1 ul
Cebador antisentido (0,1 pg/ul) 1 ul
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Polimerasa Tag 1U /ul 0,5 ul
EVAGREEN (Biotium Inc.) 20X 1 ul
H,0 MilliQ 12 pl

Las reacciones de PCR se realizaron en el sistema 7000 Fast Real-Time PCR (Applied

Biosystems) con el siguiente programa:

¢ 1 ciclo de desnaturalizacion a 95 °C durante 3 min.

e 40 ciclos de: desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s, hibridacion de los cebadores
utilizando una temperatura de anillamiento de 2 a 3 °C inferior a la T, de los
oligonucledtidos durante 30 s, y una extension a 72 °C de 30 s.

e ] ciclo de disociacion: desnaturalizacion a 95 °C durante 15 s, hibridacién de los

cebadores a 60 °C durante 20 s, y desnaturalizacion a 95 °C durante 15 s.
3.17 Construccion de plantas transgénicas

El ¢cDNA conteniendo el marco abierto de lectura fue obtenido de RIKEN BRC
Experimental Plant Division (http://www.brc.riken.jp/lab/epd/Eng/) y corresponde al clon
RAFL07-14-M12. Este cDNA fue subclonado en el sitio Not I del plasmido pBlueScripSK(+)

obteniendo la construccion pBSQSO2. Para la transformacion de plantas silvestres se
procedio a subclonar el fragmento Xba I - Sac I de la construccion pBSQSO?2 en el plasmido
pBI121 (pBI121QS02), esta construccion se transformo en una cepa GV3101 C58C1 de A.
tumefaciens. Para transformar plantas del mutante skorl-2 y aktl-1, se subclon¢ el fragmento
Hind 1II - EcoR 1 de la construccion pBI121QSO2 en el plasmido pCAMBIA1300 y se
transformo en una cepa GV3101 C58C1 de A. tumefaciens.

3.17.1 Transformacion de A. thaliana mediada por A. tumefaciens

Se emplearon 5-8 plantas de A. thaliana crecidas en tierra con una inflorescencia
primaria de alrededor de 10 cm de longitud. A estas plantas se les cortd el apice de la
inflorescencia primaria para promover la apariciéon de inflorescencias secundarias y tener
mayor cantidad de capullos florales. La transformacion de las plantas se realiz6 4-5 dias

después de haber cortado el 4pice de la inflorescencia primaria.

Para la transformacion se agrega 1 ml de cultivo saturado de A. tumefaciens con el
vector a 200 ml de medio LB con kanamicina (50 pg/ml) y se incuba en agitacion a 28 °C

durante 24 horas. Luego las células son recogidas por centrifugacién en frio a 4000 rpm
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durante 10 minutos y resuspendidas en 400 ml de solucidon de transformacion compuesta por

5% (p/v) sacarosa y 0,02% (v/v) detergente 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

poblacién de semillas transgénicas T;.
3.17.2 Seleccion de lineas transgénicas

Las semillas transgénicas T, se siembran en placas Petri de 14 cm @ con medio MS
suplementado con el antibidtico de seleccion de plantas transgénicas. Después de 8-10 dias,
las plantulas resistentes al antibiotico (T;) son rescatadas y transplantadas a macetas para
obtener la generacion T,. Las semillas T, son crecidas en medio MS sélido con el antibidtico
de seleccion para observar la segregacion de la resistencia al antibiotico. De aquellas lineas
transgénicas cuyas semillas muestran una segregacion 3:1 (resistentes:sensibles) para el
antibidtico, 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 sembraron en medio MS so6lido con el antibidtico de seleccion

para identificar los individuos homocigotas.

3.18 Transformacion transitoria de N. benthamiana mediada por
A. tumefaciens

El cDNA del gen OSO2 ubicado en el plasmido pBSQSO2 fue amplificado mediante
PCR para clonarlo en el sitio Xba I - BamH 1 de la construccion pSKsGFPnos (Chiu et al.,
1996) y situarlo en fase con la secuencia que codifica para la proteina GFP, obteniendo la
construccion pSKQSO2-GFPnos. Posteriormente, el fragmento Xba I - EcoR 1 de esta
construccion se subclond en el plasmido pBI121 y esta nueva construccion se transformo en

la cepa GV3101 C58Cl1 de 4. tumefaciens.

Para obtener una mayor cantidad y evitar un silenciamiento post-transcripcional de la
proteina QSO2, el plasmido pIC6692 (Voinnet et al., 2003) se cotransform6 junto con el
plasmido pBI121QSO2-GFPnos en hojas de N. benthamiana. El plasmido plC6692 lleva el
gen del supresor del silenciamiento génico p19 del virus del enanismo modificado del tomate
(TBSV) bajo el control del promotor 35S.
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Se emplearon plantas de N. benthamiana crecidas en tierra durante 4-5 semanas y se
transformaron segin Orzaez et al., 2006 con algunas variaciones. Primero se generan dos
cultivos saturados de A. tumefaciens, uno con el vector pBI121QSO2-GFPnos y otro con el
vector pIC6692. Luego 100 ul de cada cultivo saturado se emplea para inocular 10 ml de
medio LB con el antibidtico de seleccion kanamicina (50 pg/ml) y se incuba en agitacion a
28 °C durante 24 horas. Finalmente las células son recogidas por centrifugacion a 4000 rpm
durante 10 minutos y ambos cultivos son resuspendidos en 10 ml de una solucién compuesta
por 10 mM MES pH 6, 10 mM MgCl, y 0,2 mM acetosiringona. La solucion con las células
resuspendidas se mantiene a temperatura ambiente durante 3 horas sin agitacion, luego se
coloca en una jeringa de 20 ml y se infiltra por capilaridad inyectando la solucion en el envés
de las hojas. Después de 3-5 dias se corta un trozo de hoja y la fluorescencia de la proteina
GFP se observa usando un microscopio confocal Leica DM IRE2 y un sistema de escaner
confocal TCS-SL. La longitud de onda de excitacion fue de 488 nm y la longitud de onda de
emision fue de 510 nm. Para plasmolizar las células epidérmicas de hojas de N. benthamiana,

un trozo de hoja se sumerge en una solucion de manitol 1 M durante 1 hora.
3.19 Ensayo de coexpresion en S. cerevisiae

El ¢cDNA del gen OSO2 ubicado en el plasmido pBSQSO2 fue digerido con las
enzimas Sac | y Sma 1 y se crearon extremos romos, posteriormente se inserto en el sitio tnico
Xho 1 del plasmido pRS421. ElI ¢cDNA del gen AKT1 ubicado en el plasmido pBS-AKT]I,
cedido por el grupo de Sentenac (INRA, Montpellier), fue clonado en el sitio Xba I - Sac I del
plasmido pCAMBIA 1300 para posteriormente ser subclonado en el sitio Xba I - EcoR 1 del
plasmido pYPGE15. Ambas construcciones se cotransformaron y transformaron por separado
en la cepa PLY232 como control silvestre y la cepa PLY240 con la mutacién trkl,2. Para los
ensayos de goteo se utilizaron cultivos de células en medio SD incubados durante 48 horas a
28 °C. Los fenotipos se observaron en medio YPD suplementado con diferentes cationes

toxicos empleando 3 diluciones: 1/10, 1/100 y 1/1000.
3.20 Preparacion y analisis de proteinas

3.20.1 Preparacion de extracto crudo de proteinas de A. thaliana

Se pesan 0,5 g de tejido vegetal y se homogeniza la muestra en un mortero, el tejido se
coloca en un tubo de 1,5 ml, se anaden 0,1 ml de tampon de extraccion (250 mM Tris-HCI pH

8, 0,5 M KCl, 25 mM EDTA, 5 mM DTT, 30% p/v sacarosa y una pastilla de inhibidores de
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proteasas, Complete Mini EDTA-free (Roche) por cada 10 ml de tampén) y 0,5 ml de GTED
20 (10 mM Tris-HCI pH 7,6, | mM EDTA, 1 mM DTT y 20% v/v glicerol), se mezcla en
vortex y se centrifuga en frio a 2000 rpm durante 10 minutos para eliminar el debris. Luego se
toma la fase superior y se centrifuga en frio a maxima velocidad durante 20 minutos, se
elimina el sobrenadante que representa la fraccién soluble de proteinas (proteinas
citoplasmaticas y periplasmaticas) y se disuelve el precipitado en 0,2 ml de GTED 20 usando
un homogenizador; esto representa la fraccion insoluble de proteinas (proteinas asociadas a
membranas y endomembranas). La cantidad de proteinas se cuantifica utilizando el método de
Bradford (Bradford, 1976, Kruger, 1994). Las muestras se mezclan con el tampon de carga
LSB 5X (7,5%p/v SDS, 0,1 M DTE, 10 mM EDTA, 30% p/v sacarosa, 0,25 mg/ml azul de
bromofenol, 0,3 M Tris-HCI] pH 6,8) en la proporcion 1:1 y las fracciones se almacenan a

-20 °C.

3.20.2 Preparacion de extractos de proteinas soluble e insoluble de S.
cerevisiae

Se inoculan 50 pl de un cultivo saturado en 50 ml de medio SD y se incuba en
agitacion a 28 °C hasta que el cultivo alcance la fase exponencial (Ageo = 0,4), posteriormente
las células son recogidas por centrifugacion en frio a 2000 rpm durante 4 minutos y lavadas
una vez con agua estéril en un tubo de 1,5 ml. Las células se resuspenden en 300 pl de
tampon de fraccionamiento (50 mM Tris-HCI pH 7,6, 0,1 M KCI, 10% p/v sacarosa y una
pastilla de inhibidores de proteasas, Complete Mini EDTA-free (Roche) por cada 10 ml de
tampon) y se afiaden bolas de cristal de 0,5 mm @, justo por debajo de la superficie de
resuspension, para romper las células mediante 3 ciclos de vortex de un minuto y un minuto
de incubacion en hielo. Luego se agregan 200 pl de tampdn de fraccionamiento y se
centrifuga en frio a 2000 rpm durante 5 minutos, el sobrenadante se transfiere a un nuevo tubo
y se centrifuga en frio a 13000 rpm durante 30 minutos. Finalmente el sobrenadante se coloca
en un tubo nuevo y constituye la fraccion soluble de proteinas (proteinas citoplasmaticas y
periplasmaticas), el precipitado se disuelve en 200 pl de tampon de fraccionamiento usando
un homogenizador, y constituye la fraccion insoluble de proteinas (proteinas asociadas a
membranas y endomembranas). La cantidad de proteinas se cuantifica utilizando el método de
Bradford (Bradford, 1976, Kruger, 1994). Las muestras se mezclan con el tampon de carga
LSB 5X (7,5%p/v SDS, 0,1 M DTE, 10 mM EDTA, 30% p/v sacarosa, 0,25 mg/ml azul de
bromofenol, 0,3 M Tris-HCl pH 6,8) en la proporcion 1:1 y las fracciones se almacenan a
-20 °C.
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3.20.3 Preparacion de extractos de proteinas extra e intracelular de S.
cerevisiae

Se inoculan 20 pl de un cultivo saturado de levadura en 50 ml de medio SD y se
incuba en agitacion a 28 °C hasta que el cultivo alcance una Agg =~ 0,6, luego las células son
recogidas por centrifugacion en frio a 2000 rpm durante 4 minutos y lavadas una vez con agua
estéril. Posteriormente, las células se resuspenden en 3 ml de solucién SoE (0,9 M sorbitol,
0,1 M EDTA pH 8 y una pastilla de inhibidores de proteasas, Complete Mini EDTA-free
(Roche) por cada 10 ml de solucidn), se centrifuga en frio a 2000 rpm durante 4 minutos y las
células se resuspenden en 450 ul de SoE. Se colocan las células en un tubo de 1,5 ml, se
agregan 35 pl de DTE 0,5 M y 90 ul de zimoliasa 100T (1 mg/ml) y se incuba a 37 °C en una
rueda giratoria durante 40 minutos. Luego se centrifuga en frio a 2000 rpm durante 4 minutos
y se recoge el sobrenadante que representa a las proteinas extracelulares, los protoplastos se
resuspende en 0,5 ml de agua estéril y se rompen usando un homogenizador, finalmente se
centrifuga en frio a 2000 rpm durante 4 minutos y se toma el sobrenadante que representa las

proteinas intracelulares (proteinas de membranas y citoplasmaticas).

3.20.4 Preparacion y purificacion de proteina recombinante

La secuencia codificante del gen QSO2 ubicado en el plasmido pBSQSO2 fue
amplificado mediante PCR para clonarlo en el sitio Mss 1 del vector de expresion pCM262
(Gari et al., 1997) y situarlo en fase con una secuencia que codifica 3 repeticiones del epitopo
HA y 6 histidinas, obteniendo asi la construccion pCM262QS0O2. La proteina con las 6
histidinas es capaz de unirse y ser retenida por iones Ni*", lo que permite la purificacién de la
proteina recombinante a partir de extracto crudo en columnas con una resina previamente

cargada con NiSOy.

Para producir y purificar la proteina recombinante se transforma la cepa W303 de S.
cerevisiae con el plasmido pCM262QS0O2. Posteriormente se utiliza 0,3 ml cultivo saturado
de levaduras, con el plasmido de expresion de la proteina recombinante, para inocular 300 ml
de medio SD que se incuban a 28 °C hasta que el cultivo llega a una Aggo = 0,4. La extraccion
de proteinas se realiza como se explica en el apartado 3.20.2 y la fraccion soluble de proteinas
se afiade a un tubo de 1,5 ml donde se encuentra la resina de agarosa His-Bind (Novagen)
previamente lavada y cargada como se explica en las instrucciones del fabricante. La fraccion
soluble y la resina de agarosa se incuban en agitacion suave a 4°C durante una noche, la

proteina recombinante con la cola de histidinas se une asi a los iones de niquel inmovilizados
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en la resina. Luego se realizan dos lavados de la resina con 1 ml de tampén de union (5 mM
imidazol, 0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8) y un lavado con 1 ml de tampon de lavado (40
mM imidazol, 0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8) en agitacién suave durante 10 minutos
cada uno a 4°C. El imidazol compite con las proteinas por la union de los iones niquel de la
columna y a estas concentraciones elimina las uniones inespecificas de otras proteinas a la
columna. Finalmente la proteina recombinante es purificada utilizando 1 ml de tampdn de
elucion (300 mM imidazol, 0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 8) en agitacion suave durante
30 minutos a 4°C y eluyendo la proteina purificada en una columna. El aumento de la
concentracion de imidazol provoca que este sustituya a las histidinas de la proteina
recombinante en la unién con los iones de niquel de la columna. La solucién eluida se dializa

contra una solucion 20 mM Tris-HCI pH 8.
3.20.5 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS/PAGE)

Las proteinas se separan en funcién de su tamafio utilizando un sistema de
electroforesis vertical en mini-geles desnaturalizantes de poliacrilamida/SDS de 1,5 mm de
grosor, utilizando el sistema de Laemmli para la compactacion de las muestras (Laemmli,
1970). El gel consta de 2 partes: una superior, en la que se cargan las muestras, compuesta por
125 mM Tris, 0,1% (p/v) SDS, 3,4% (v/v) acrilamida-bisacrilamida (19:1), 0,067% (p/v)
APS, 0,067% (v/v) TEMED, llevado a pH 6,8 con HCI, que sirve para compactar las
muestras; y otra parte inferior compuesta por 375 mM Tris, 0,1% (p/v) SDS, 8% (v/v)
acrilamida-bisacrilamida (19:1), 10% (v/v) glicerol, 0,08% (p/v) APS, 0,08% (v/v) TEMED,

llevado a pH 8,8 con HCI, que sirve para separar las proteinas en funcion de su tamaiio.

Las electroforesis se llevan a cabo en un sistema Mini-PROTEAN-3 (Bio-Rad) con un
tampon de electroforesis Tris-glicina compuesto por 0,19 M glicina y 0,1% (p/v) SDS,
llevado a un pH 8,3 con Tris y a un voltaje de 80-100 V. En los casos en que se necesita
visualizar las proteinas en el gel se realiza la tincion de las proteinas con una solucion de
colorante Coomasie (50% v/v metanol, 10% v/v 4cido acético y 0,05% p/v Coomasie Blue R-
250). Los lavados para eliminar el exceso de colorante en el gel se realizan con una solucion

de 10% (v/v) metanol y 10% (v/v) acido acético.

3.20.6 Analisis “Western Blot”

La deteccion inmunoldgica con anticuerpos especificos de proteinas se realizo

transfiriendo las proteinas resueltas desde geles SDS/PAGE a membranas de nitrocelulosa,
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técnica conocida como “Western Blot” (Burnette, 1981). Una vez terminada la electroforesis,
se transfieren las proteinas a membranas de nitrocelulosa Hybond-ECL (Amersham) situando
la membrana en contacto con el gel y efectuando una electroforesis perpendicular al gel en el
tampon de transferencia Towbin (Towbin et al, 1979) compuesto por 0,19 M glicina, 25 mM
Tris, 0,2% (p/v) SDS y 20% (v/v) metanol, la transferencia se lleva a cabo en 90 minutos a 4
°C y un voltaje de 100 V. La transferencia de las proteinas a la membrana se visualiza
mediante la tincion con una solucion del colorante Ponceau S (0,1% p/v colorante Ponceau S,

1% v/v é4cido acético). El exceso de colorante se elimina lavando la membrana con agua.

Posteriormente se incuba la membrana con soluciéon de bloqueo compuesta por
tampon TBS (150 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI pH 7,6), 0,1% (v/v) Tween 20 y 2% (p/v) de
leche desnatada en polvo, para reducir la union del anticuerpo a zonas inespecificas de la
membrana, durante 30 minutos a temperatura ambiente con agitacion suave. Después se
vuelve a incubar la membrana con la solucién de bloqueo donde se ha afiadido el anticuerpo
primario (dilucion 1:2500 para anti-GFP, dilucion 1:5000 para anti-AHA, dilucién 1:10000
para anti-HA, dilucion 1:15000 para anti-AKT1) durante 14-16 horas a 4 °C con agitacion
suave. Luego la membrana se lava 4 veces con tampén TBS y 0,1% (v/v) Tween 20 durante
10 minutos cada vez y finalmente se incuba con el anticuerpo secundario afiadido a la
solucion de bloqueo a una dilucion 1:5000 (ECL anti-Mouse (Amersham) para el anticuerpo
primario anti-HA, ECL anti-Rabbit (Amersham) para los anticuerpos primarios anti-AHA3 y
anti-GFP, y anti-Rabbit IgG (Promega) para el anticuerpo primario anti-AKT1), durante 1
hora a temperatura ambiente. Finalmente se lava la membrana 3 veces durante 10 minutos con

tampon TBS y 0,1% (v/v) Tween 20.

Para detectar AKT1 se realizé el ultimo lavado con tampén de fosfatasa alcalina (0,1
M NaCl, 5 mM MgCl,, 0,1 M Tris-HCI pH 9) y se llevo a cabo la reaccidon en color de la
fosfatasa alcalina utilizando el kit “Blotting Detected Reagent” (Promega) incubando la
membrana en 10 ml de tampdn de fosfatasa alcalina con 66 pl de una solucion 5% (p/v) NBT
(Nitroazul de tetrazolio) en 70% (v/v) de dimetilformamida y 66 pl de una solucion 2,5%
(p/v) BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolfosfato) en dimetilformamida pura. En el caso de la
deteccion de AHA, GFP y la proteina recombinante con el epitopo HA, se utiliz6 el kit “ECL
Plus Western Blotting Detection Reagents” (Amersham) siguiendo las instrucciones del

fabricante.
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3.21 Ensayos enzimaticos

3.21.1 Medida de la actividad H-ATPasa

La actividad H'-ATPasa fue medida por determinacion de Pi (fésforo inorganico)
segun Serrano (1978). Se emplean placas de 96 pocillos (Greiner) donde se colocan 65 ul de
una solucion de tampon ATPasa (50 mM Mes-Tris pH 6,5, 5 mM MgSQO,4, 50 mM KNOs, 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 5-10 pl de extracto de proteinas (aproximadamente 15-20 pg de
proteina total) y se incuba a 30 °C durante 30 minutos. Se afiaden 130 pl de una solucion de
reactivo P; (2% v/v H2SOu, 0,5% p/v molibdato de amonio, 0,5% p/v SDS) y acido ascorbico
10% en las proporciones 100:1, respectivamente, se mezcla e incuba a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Finalmente se mide la absorbancia en un lector de placas Model 550
(Bio-Rad) a 690 nm. Se emplea un control donde no se pone extracto de proteinas y otro
donde no se coloca ATP; los valores que dan estos controles se restan del resultado de la
reaccion ya que estos valores representan el P; que estaba presente en el extracto de proteinas

y en el ATP antes de empezar el ensayo enzimatico.

3.21.2 Ensayo de la actividad sulfidril oxidasa

El ensayo de la actividad sulfidril oxidasa de la proteina recombinante se lleva a cabo
incubando 50 pmoles de proteina purificada, 0,1 ml de tampén fosfato (50 mM tampodn
potasio-fosfato pH 7,5, 0,3 mM EDTA) y sustratos reducidos correspondientes a 100 nmoles
de grupos sulfidrilo, a 25 °C durante 5 minutos. Luego se anaden 0,8 ml de tampdn fosfato,
0,1 ml de reactivo de Ellman (DNTB) a una concentracion final de 10 uM y se incuba a

temperatura ambiente durante 2 minutos. Finalmente se mide la absorbancia a 412 nm.

Se lleva un control para cada sustrato reducido donde no se afiade proteina purificada,
este control sirve para conocer el contenido inicial de grupos sulfidrilos en la solucién de
incubacion. En el caso de las medidas de actividad a diferentes pH, se empleo el tampon Mes-
Tris para un pH de 5,5 y 6,5 (50 mM tampon Mes-tris pH 5,5-6,5, 0,3 mM EDTA) y el
tampon Tris-Mes para un pH de 7,5 (50 mM tampoén Tris-Mes pH 7,5, 0,3 mM EDTA).

Para los célculos del nimero de nmoles de grupos sulfidrilo que han sido oxidados por
la enzima durante la incubacion se usa el coeficiente de extincion de 14 mM™.cm™ (Levitan et

al., 2004) y se emplea la siguiente formula:
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nmoles grupos sulfidrilos oxidados = A4, (sin proteina) — A4j, (con proteina)

Coeficiente de extincion . Volumen cubeta (1ml)

Para calcular el numero de actividad molar’ que se define como la cantidad de grupos
sulfidrilos oxidados por minuto en relacion a la molaridad de la enzima, se emple6 la

siguiente formula

Actividad molar = nmoles grupos sulfidrilos

minutos . nmoles proteina

3 También conocido como niimero de recambio, se define como la cantidad de sustrato transformado en unidad de
tiempo por una cantidad dada de enzima.
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4.1 Rastreo de lineas de insercion de T-DNA

Se rastrearon las lineas mutantes de T-DNA que poseen el vector pSKIOI5 con 4
secuencias 35S activadoras de la transcripcion. Para ello se usaron el set 1 y 2 de la coleccion
de semillas de Weigel, estas lineas mutantes también son conocidas como “activation tagging

lines” (ver apartado 3.1.1).

4.1.1 Condiciones de busqueda

La eleccion de la concentracion de la sustancia toxica es fundamental a la hora de
realizar cualquier rastreo, ya que determina el nimero de candidatos que se obtendran. Al
realizar un rastreo de lineas mutantes que sean tolerantes a norespermidina, es necesario
establecer cual es la concentracion de norespermidina en el medio de cultivo a la cual el
ecotipo silvestre Col-7 no es capaz de establecer la plantula. Para ello se sembraron
aproximadamente 1000 semillas por placa de Col/-7 en medio MS so6lido con 3% de sacarosa
donde se afiadi6 diferentes concentraciones crecientes de norespermidina, entre 2 y 4 mM
aumentando de 0,2 en 0,2 mM. Se observo la germinacion y el establecimiento de plantula
entre los 4 y los 10 dias, ya que a mayor concentracion de norespermidina es necesario mas
dias para la germinacion y aparicion de cotiledones. Estos ensayos permitieron observar que a
los 10 dias las semillas habian germinado en todas las concentraciones, pero solo se
observaron cotiledones verdes y completamente desarrollados en concentraciones menores a 3
mM. Asi que las condiciones elegidas para el rastreo de las lineas mutantes fueron de 1000
semillas por placa en medio MS con 3% de sacarosa y suplementado con 3,2 mM de
norespermidina. Por otra parte, se decidi6 considerar candidatos de tolerancia a
norespermidina a las plantulas que presentaban cotiledones verdes y completamente

desarrollados a los 7 dias. A este primer rastreo se le llamo rastreo primario.

Posteriormente, la descendencia de los candidatos seleccionados fue analizada y se
confirmé o descartd su tolerancia a norespermidina, a este proceso se le llamo rastreo
secundario. Para determinar las condiciones Optimas del rastreo secundario, primero se
determind si existe una correlacion entre la densidad de semillas y la concentracion toxica de
norespermidina en el medio. Para ello se sembraron 100-150 semillas, por placa, de Col-7 en
medio MS con 3% de sacarosa donde se agregaron concentraciones crecientes de
norespermidina, entre 2 y 4 mM aumentando de 0,2 en 0,2 mM y se observd que cuanto

menor es la densidad de semillas por placa de cultivo, menor es la concentracion de
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norespermidina que resulta toxica. Asi que las condiciones a emplear en el rastreo secundario
fueron de 100-150 semillas por placa en medio MS con 3% de sacarosa y suplementado con
2,8 mM de norespermidina y en este caso el criterio de confirmacion de tolerancia a

norespermidina fue la presencia de cotiledones verdes y desarrollados a los 6 dias.

4.1.2 Aislamiento de mutantes resistentes a norespermidina

En el rastreo primario se analizaron 16398 lineas (aproximadamente 164000 semillas)
segun se describe en el apartado 3.7.1. Como resultado se obtuvieron 210 posibles candidatos
(poblacion S;) que eran capaces de germinar y desarrollar cotiledones verdes después de 7
dias en medio con 3,2 mM de norespermidina (Figura 4.1). Los 210 individuos de la
poblaciéon S; fueron rescatados del medio con norespermidina y colocados en macetas

individuales para obtener la siguiente generacion (poblacion Sy).

Figura 4.1 Detalle de dos placas del rastreo primario en fondo oscuro y en fondo claro.
Las flechas sefialan plantulas S; aisladas del rastreo primario como posibles candidatos de
resistencia a norespermidina. Estas plantulas muestran cotiledones verdes y expandidos
mientras que el resto solo muestra emergencia de radicula o no germina. Fotos tomadas a los 7
dias en medio MS 3% sacarosa con 3,2 mM norespermidina. La escala corresponde a 1 mm.

Tras recoger individualmente las semillas de los 210 individuos del rastreo primario
(poblacion S,) se desarrolld el rastreo secundario con la descendencia de estos individuos. En
el rastreo secundario, se comprobd nuevamente la tolerancia a norespermidina observando el
porcentaje de plantulas con cotiledones verdes presentes a los 6 dias en un medio
suplementado con 2,8 mM de norespermidina y se obtuvieron 8 candidatos con diferentes

grados de tolerancia a norespermidina respecto al control silvestre (Figura 4.2).

Estas lineas mutantes presentan, en cultivo in vitro, un fenotipo de mayor porcentaje
de plantulas con cotiledones en diferentes concentraciones de norespermidina (Figura 4.3.A)

y de mejor desarrollo de la parte vegetativa en presencia de norespermidina (Figura 4.3.B).
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= Tolerancia a norespermidina +

Figura 4.2 Grado de tolerancia a norespermidina de los mutantes aislados en el rastreo comparado con el
control silvestre (Col-7). El nivel de tolerancia a norespermidina fue determinado por el porcentaje de
cotiledones verdes presentes a los 6 dias en un medio suplementado con 2,8 mM de norespermidina.
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Figura 4.3 A) Porcentaje de cotiledones verdes en norespermidina de las lineas tolerantes obtenidas en el
rastreo. Las semillas se sembraron en medio MS 3% sacarosa con diferentes concentraciones de norespermidina
y se obtuvieron los datos a los 6 dias. B) Fenotipo de tolerancia a norespermidina en placas verticales. Las
semillas se sembraron en medio MS 3% sacarosa con 1,4 mM norespermidina; la foto fue tomada a los 18 dias.
La escala corresponde a 2 cm.

125



Resultados

4.1.3 Determinacion del numero de inserciones de T-DNA

Los mutantes aislados provienen de una coleccion de lineas mutagenizadas con
T-DNA, por lo que se procedié a realizar un analisis “Southern Blot”, empleando sondas
especificas del T-DNA (ver apartado 3.7.2), para comprobar su presencia en el genoma de los

mutantes aislados (Figura 4.4). Este analisis permitié concluir lo siguiente:

¢ Los mutantes 21354-1, 23150-2, 23104-6 y 21369-2 no poseen ninguna insercion de
T-DNA en su genoma.

e El mutante 23108 presenta una insercion de T-DNA que parece estar completa ya que
hibrida con dos sondas especificas localizadas al principio y al final del mismo.

e Los mutantes 21341-1 y 21365-2 presentan 4 y 3 inserciones de T-DNA
respectivamente, que parecen estar completas puesto que hibridan con las dos sondas
especificas del T-DNA.

e El mutante 21370-2 presenta varias inserciones de T-DNA, 4 de las cuales parecen ser

inserciones de T-DNA completas.

A B

N N oo N v o
s S FLSLLS ¢ F TS S
“?ghé,%?h'?t‘?n‘? #tﬁ?h@ﬂ?"?vgﬂ-’
e @A RPA A ke R
12 = 12 =
0= - — 0= 3 -8 2
- - ., -2 ~ = 3 3.
B = B =
_—
4

|
'y
’

W
L
1

!

.?

Figura 4.4 Identificacion de las inserciones de T-DNA en las lineas tolerantes a norespermidina.
Las membranas contienen 1 pug de DNA gendémico por cada linea, el DNA fue digerido con la enzima
BamH 1. Las membranas fueron hibridadas con la sonda 35S (A) y la sonda BAR (B). Las flechas
indican las inserciones de T-DNA de cada linea. A la izquierda de cada figura se muestra el tamaiio
de las bandas del marcador 1Kb en kilobases (kb).

Considerando los resultados del andlisis “Southern Blot”, junto con los datos de
tolerancia a norespermidina de la figura 4.2, se eligi6é el mutante 21341-1 para proceder al
andlisis genético y fenotipico. Este mutante se eligié por presentar una mayor tolerancia a

norespermidina que los otros candidatos y por contener el T-DNA en su genoma lo que podria
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facilitar (en caso de que el T-DNA fuera el causante del fenotipo) la localizacion de la

mutacion en el genoma. Este mutante se denomino par! (“polyamine resistant 17).
4.2 Analisis genético del mutante parl

El andlisis genético se realiza con el fin de lograr los siguientes objetivos:

Localizar la posicion de la mutacion en el genoma.
Determinar la dominancia o recesividad de la mutacion.
Comprobar si el fenotipo observado es debido a una tnica mutacion.

Establecer una correlacion entre el fenotipo y la presencia del T-DNA.

A S

Determinar si el fenotipo de resistencia a norespermidina se debe a la pérdida o a la

ganancia de funcion de un gen, por la presencia del T-DNA.

4.2.1 Localizacion de la insercion de T-DNA en el genoma de Arabidopsis
mediante rescate plasmidico

Anteriormente se habia determinado que el mutante par/ presenta una integracion
compleja de T-DNA (Figura 4.4). Mediante el rescate plasmidico (apartado 3.7.5) se
consiguio el DNA genomico adyacente al lugar de la insercion del T-DNA, obteniéndose 2
tipos de plasmidos. El primer tipo de plasmido correspondia solamente al T-DNA, en
cambio, el segundo tipo de plasmido contenia DNA gendmico de la planta, adyacente a la
insercion del T-DNA. El resultado de la secuenciacion (Figura 4.5.A) y el andlisis
bioinformatico (Figura 4.5.B) del segundo tipo de pldsmido indic6 la existencia de una
insercion de T-DNA en la posicion 13132 del BAC T15D22 del cromosoma I, que
corresponde a la region 5’UTR del locus Atlg15030 (Figura 4.5.C). Concretamente el T-
DNA estaba insertado en el nucledtido -246 contado a partir del ATG del locus Atlg15030;

este locus esta anotado en la base de datos TAIR (www.arabidopsis.org) como un gen de

funcion desconocida.
4.2.2 Estudios de segregacion

Para realizar los estudios de segregacion se cruzaron plantas mutantes parl con el
ecotipo silvestre Col-7 y las generaciones F; y F, fueron analizadas en medio MS con 2,8 mM
de norespermidina. El analisis de la generacion F; mostrd que esta poblacion presentaba un
mayor nimero de plantulas con cotiledones verdes a los 5 dias comparada con el ecotipo

silvestre, lo que indicaba (de modo preliminar) que la mutacién era dominante, de modo que
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se analizd la segregacion del caricter mediante el anélisis estadistico y* (Parker, 1981)
empleando como hipdtesis una segregacion fenotipica del tipo 3:1 (mutante:silvestre) que
corresponde a una segregacion para el caracter del tipo monogénico dominante. Para ello se
analizaron 200 semillas F», obtenidas por autofecundacion de una planta F;, donde se observo
una segregacion del fenotipo mutante:silvestre de 154:46 (x> = 0.96, p>0,95). Estos datos de

segregacion indicaron que la mutacion es dominante y segrega como un Unico locus.

A

AGATTTCCGAATTAGAATAATTTGTTTTTTGCTATCGCCTATAAATACGACGGATCGTAATTTGTCGTTTTATCAAAATGTACTTTCATTT
TATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTTTGAATTGAAAAAAAATTGGTAATTACTCTTTCTTTTCCTCCATATTGACCATCATACTCATT
GCTGATCCATGTAGTTTCGCCTACTTTGTTAGATTTTCGGTTTTGGGTTTTTGTCTTTTGGTCGATTTCCCCTGTTCCCAGAATCTCCGAT
TAAGCTGCTTCCTTAATCTCTTGTCTGAATATAAACTTTTTCCGGCGTGTAATTTAGATAGGTGGTTAAAATTACGAGTAGTGAGAGGAGT
GTTGTTGCTGTTTTGTTTATTCGGTAAAACGAAATCGGAAGTTCTTTGTTGTCGTTTGATTCCTTTTGAGAAAGAGAGATGTTGGGAGCTG
GATTTAACTTCACTCAGCTTCAGAGAGCTCAAATTGACGTCTCTTATGGCTGCAGATCGAGTCACACTAAGGATCGTGAGAACGGCTCTGC
ATTGTTGAAACACCATGTTTCTGAGGCATCGTCAAGTAATGTGGGAACGGTTTTTGGATTCGGTGACACCATCTGTTCCGGCTCACTATTT
ATCTAAGGGTTGCTTCTACATGTCTAGTCAATACCTTTTTCTAAAAAGACAAAAAACTTTCAGCTTAATTGGTGTGAAAATTATGTGTAGA
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Figura 4.5 A) Secuencia obtenida del rescate plasmidico en el mutante parl. En la secuencia se identificaron
3 regiones diferenciadas: el oligonucledtido especifico del vector pSKIO1S (subrayado), la region
correspondiente al vector pSKIO15 (negro) y la region genomica flanqueante correspondiente a A. thaliana
(rojo). B) Resultado del BLAST. Alineamiento de la secuencia obtenida por rescate plasmidico (rojo) indicando
la posicion exacta de insercion en el BAC T15D22. C) Posicion del T-DNA en el BAC T15D22. El esquema
indica la posicion del T-DNA en la region 5’UTR del locus At1g15030. La escala se muestra en kilobases (kb).
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4.2.3 Analisis de cosegregacion

Una vez confirmada la presencia de al menos una insercion de T-DNA y conociendo
que la mutacion segrega como un unico locus, el siguiente paso es determinar si existe
correlacion entre el T-DNA y el fenotipo de tolerancia a norespermidina. Si el fenotipo
mutante esta causado por la insercion del T-DNA, todos los individuos F, mutantes resistentes
a norespermidina poseeran el T-DNA en su genoma. En un primer experimento se utilizaron
12 individuos, procedentes de la generacion F,, que presentaban fenotipo y se realizd un
analisis “Southern Blot” para comprobar la presencia del T-DNA. De las 4 inserciones
completas de T-DNA incluidas en el genoma de las plantas mutantes, 2 de ellas segregan
siempre juntas como un solo /ocus (Figura 4.6.A). Ademds, como se conocia el lugar de
integracion del T-DNA en el genoma de las plantas mutantes, se disefio un oligonucleétido
(F30) en la regién adyacente a la insercion del T-DNA que junto con el oligonucleotido 5°’LB
(que hibrida especificamente en el T-DNA) amplifican por PCR un fragmento de 462 pares de
bases (pb) solo en los individuos que presenten la inserciéon de T-DNA. Como resultado de las
amplificaciones se observa que las 12 plantas que tenian fenotipo de resistencia a
norespermidina presentan el T-DNA (Figura 4.6.B). Para confirmar la cosegregacion, se
realizo el andlisis de 48 individuos mas, obteniendo una cosegregacion positiva en todos ellos

mediante “Southern Blot” y PCR.

4.2.4 Analisis de expresion de genes adyacentes a la insercion de T-DNA en
el mutante parl

Como la insercion del T-DNA se ubica en la region 5’UTR del locus Atlgl5030 es
posible que este gen no se exprese o su expresion se vea reducida, también podria ocurrir que
la presencia en el T-DNA de las 4 repeticiones del activador transcripcional 35S (Figura 3.1)
aumente la expresion de algun gen adyacente a la insercion de T-DNA. Por lo cual se
examin6 el BAC T15D22 vy se eligio el locus Atlgl5020, ubicado a menos de 2 kb del sitio
de insercion del T-DNA (Figura 4.5.C) y el locus Atlgl5030, como loci candidatos a
presentar una ganancia o pérdida de expresion. A continuacién se realizd un andlisis
“Northern Blot” que mostrd que el mutante parl presenta un aumento de la expresion del
locus Atlgl15020 y una disminucién de la expresion del locus Atlg15030 comparado con el

control silvestre (Figura 4.7.A).
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Figura 4.6 A) “Southern Blot” de los individuos F, del mutante parl. La membrana contiene 1 pg de DNA
gendémico que fue digerido con la enzima BamH I e hibridado con la sonda 35S. Las flechas indican las
inserciones de T-DNA que cosegregan con el fenotipo de tolerancia a norespermidina. A la izquierda se muestra
el tamafo de las bandas del marcador 1 Kb en kilobases (kb). B) PCR de los individuos F, del mutante parl.
Se utilizaron los oligonucleotidos F30 y 5°’LB para la reaccion de PCR. La flecha indica la posicion de la banda
de 462 pb que se encuentra presente en todos los individuos resistentes a norespermidina. A la izquierda se
muestra el tamafio de las bandas del marcador 123 bp en pares de bases (pb). Cada niimero se refiere a un
individuo de la generacion F,.

El siguiente paso fue determinar si el fenotipo de tolerancia a norespermidina esta
asociado a la disminucion de la expresion del locus Atlgl5030 o al aumento de la expresion
del locus At1g15020. Asi que se utilizo una linea homocigota mutante en el locus Atlgl15030
(Figura 4.7.B) correspondiente a la linea de insercion de T-DNA SALK 078313 (upri-1) de
la base de datos SIGnAL (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress). Las lineas SALK,

suministradas por el NASC, son lineas segregantes (Alonso et al., 2003), asi que se procedio a
obtener las lineas homocigotas para las inserciones de T-DNA mediante PCR diagndstica,
como se explica en el apartado 3.16.3. Por otra parte, se obtuvieron lineas transgénicas
sobreexpresando el locus Atlgl15020 (lineas 1.2 y 1.10), cuyo cDNA fue obtenido de RIKEN
BRC Experimental Plant Division (http://www.brc.riken.jp/lab/epd/Eng/).

Mientras que el mutante upr/-I no mostr6 diferencias con el control silvestre, en las
lineas 1.2 y 1.10 se observd un mayor porcentaje de cotiledones verdes a diferentes
concentraciones de norespermidina (Figura 4.7.C). Asi se comprobd que el aumento en la

expresion del Jocus At1g15020 es el causante del fenotipo de tolerancia a norespermidina.
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Finalmente mediante un anélisis de RT-PCR cuantitativa se determind que el mutante
parl presenta unos niveles de expresion relativos del locus Atlgl5020 de aproximadamente

2,5 veces superior al control silvestre (Figura 4.7.D)
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Figura 4.7 A) “Northern Blot” de los genes adyacentes a la insercion de T-DNA. La membrana contiene 20
png de RNA por muestra que fue hibridada con sondas especificas para los loci Atlgl5020 y Atlgl15030. El
control de carga de RNA fue determinado mediante la tincién con bromuro de etidio del RNA ribosomal
(rRNA). El tamafio de los RNA mensajeros es indicado en kilobases (kb). B) Posicién relativa de las
inserciones de T-DNA en el locus At1gl15030. El alelo parl presenta la insercion de T-DNA del vector
pSKIO015 y el alelo upri-1 (identificado en la base de datos SIGnAL) presenta la insercion del T-DNA del vector
pROK2. Los tridngulos indican la posicion del T-DNA en el gen. Las flechas indican la posiciéon de los
oligonucleétidos utilizados para la PCR diagnostica y analisis de correlacion. C) Porcentaje de cotiledones
verdes del alelo mutante upri-1y las lineas transgénicas 1.2 y 1.10. El alelo mutante upr/-1 corresponde a la
pérdida de funcion del locus Atlgl5030 y las lineas transgénicas 1.2 y 1.10 corresponden a la sobreexpresion del
locus Atlgl15020. Las semillas se sembraron en medio MS 3% sacarosa con diferentes concentraciones de
norespermidina y se obtuvieron los datos a los 6 dias. Las barras de error representan la desviacion estandar de 2
experimentos independientes con 3 repeticiones cada uno (n=6) D) Expresion del locus At1g15020 mediante
RT-PCR cuantitativa. Los niveles de expresion del Jocus Atl1g15020 se expresan en funcion de la expresion en
el control silvestre (valor de 1). Los valores de expresion fueron normalizados utilizando los valores de Cr del
gen ACTS (actina).
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4.2.5 Identificacion de nuevos alelos mutantes en el locus At1g15020

Debido a que el aumento de expresion del locus Atlg15020 provocaba el fenotipo de
tolerancia a norespermidina, podria ocurrir que la pérdida parcial o total de la expresion de
este locus causara sensibilidad a norespermidina. Para comprobar esta hipodtesis se realizo una
busqueda de alelos mutantes en el locus Atlgl5020 utilizando la base de datos SIGnAL y se
identificaron 3 alelos independientes (Figura 4.8) correspondientes a las lineas de insercion de
T-DNA SALK 066130 (pari-2), SALK 025237 (pari-3) y SALK 072829 (pari-4). Dado
que las lineas SALK son lineas segregantes (Alonso et al., 2003), se procedié a obtener las
lineas homocigotas para las inserciones de T-DNA mediante PCR diagnéstica como se

explica en el apartado 3.16.3.

(par1-2) (par1-4)
SALK_066130  SALK_072829

Lbb1 Lbb1

- 1
RP2

SALK_025237
(par1-3)

Figura 4.8 Posicion relativa de las inserciones de T-DNA en el locus At1gl15020. Los
triangulos indican la posicion del T-DNA en el gen. Las flechas indican la posicion de los
oligonucleotidos utilizados para la PCR diagnédstica (LP/RP) y RT-PCR cuantitativa (20£/20r).

4.2.6 Expresion del locus At1g15020 en los alelos mutantes

Debido a que las inserciones de T-DNA en los distintos alelos mutantes del /ocus
Atlgl15020 se ubican tanto en la region 5’UTR como en el marco abierto de lectura, se
examino si la expresion de dicho /ocus se encuentra afectada en los diferentes mutantes parl
usando RT-PCR cuantitativa. El nivel de expresion del locus Atlgl5020 en los alelos
mutantes parl-2 y parl-3 es aproximadamente 8 y 6 veces menor, respectivamente, que en el
control silvestre; mientras que la expresion del locus en el mutante pari-4 fue casi nula
(Figura 4.9.A). Esto puede ser debido a que la insercion de T-DNA en el mutante paril-2 se
encuentra en la region promotora (5’UTR), por lo que el cDNA quedaria intacto y podria
provocar una disminucion en los niveles del transcrito pero no una eliminacién total de su

expresion. Por otro lado, el T-DNA en el mutante par/-3 se ubica en un intrén, donde no
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interrumpe la secuencia codificante del cDNA y quizés es eliminado cuando se produce la
maduracion del mRNA (splicing), debido a esto, esta insercion produciria una disminucién en
vez de una pérdida de expresion del gen. Como se ve en la figura 4.9.B, los alelos mutantes
parl-2, parl-3 'y parl-4 presentan el mismo fenotipo de sensibilidad a norespermidina, por lo
que se puede concluir que tanto la disminucién como la ausencia de expresion del locus

Atlgl15020 producen un fenotipo similar.
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Figura 4.9 A) Expresion del locus At1g15020 en los alelos mutantes mediante RT-PCR cuantitativa. Los
niveles de expresion del locus Atlgl5020 se indican en funcion de la expresion en el control silvestre (valor de
1). Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 muestras independientes. Los valores de expresion
fueron normalizados utilizando los valores de Ct del gen ACT8 (actina). B) Porcentaje de cotiledones verdes
en los alelos mutantes del locus At1g15020. Las semillas se sembraron en medio MS 3% sacarosa con
diferentes concentraciones de norespermidina y se obtuvieron los datos a los 6 dias. Las barras de error
representan la desviacion estandar de 2 experimentos independientes con 3 repeticiones cada uno (n=6)

4.3 Caracterizacion fenotipica de los alelos parl

Después de determinar que existe una insercion de T-DNA en el locus Atlgl15030, que
la mutacion es dominante, que el T-DNA esta ligado al fenotipo de tolerancia a
norespermidina y que dicho fenotipo es debido a la sobreexpresion del locus Atlgl15020, se
realiz6 una caracterizacion fenotipica detallada de los alelos mutantes pari. Debido a que el
mutante parl obtenido del rastreo es tolerante a norespermidina y presenta una mutacioén

dominante, a partir de ahora se denominara parlI-1D.

4.3.1 parl-1D presenta un fenotipo pleiotropico de tolerancia a cationes
toxicos

Para la caracterizacion fenotipica se analizdé la germinacion y establecimiento de
plantula en medio MS so6lido con 1% o 3% de sacarosa suplementado con diferentes

sustancias a niveles toxicos.
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En primer lugar se empled norespermidina, espermidina, espermina y putrescina para
comprobar si el fenotipo de resistencia era especifico para norespermidina o general para
poliaminas. En la figura 4.10 se observa que el mutante par/-1D presenta un mayor
porcentaje de individuos con cotiledones verdes en medio con norespermidina y espermidina
comparado con el control a 1% y 3% de sacarosa. Sin embargo, el mutante parl/-1D no
presenta ninguna diferencia en medios con espermina o putrescina comparado con el control

silvestre (datos no mostrados).

También se realizaron pruebas con NaCl, LiCl, MgCl,, MnCl,, ZnSO,4 y CsCl para
determinar si el mutante parl-1D presentaba algun fenotipo en presencia de cationes mono y
divalentes. En este caso, solo se observo un mayor porcentaje de cotiledones verdes en medio
con NaCl y LiCl en el mutante parl-1D comparado con el control silvestre (Figuras 4.10.A y
4.10.B). Finalmente para determinar si la tolerancia a NaCl se debia al componente osmoético
o a un efecto oxidativo, se analizd la respuesta del mutante pari-ID en medio MS
suplementado con manitol y H,O, respectivamente, pero no se observaron diferencias en el

crecimiento respecto al control silvestre (datos no mostrados).
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Figura 4.10 Porcentaje de cotiledones verdes del mutante parI-1D y el control silvestre (Col-7) en medios
suplementados con diferentes cationes téxicos. En la figura de la izquierda (A) las semillas se sembraron en
medio MS 1% sacarosa suplementados con 2,8 mM norespermidina, 7 mM espermidina, 26 mM LiCl y 140 mM
NaCl. En la figura de la derecha (B) las semillas se sembraron en medio MS 3% sacarosa suplementados con 2,8
mM norespermidina, 7 mM espermidina, 20 mM LiCl y 120 mM NaCl. Los datos fueron tomados a los 6 dias.
Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 experimentos independientes con 3 repeticiones cada
uno (n=9). =y =+ indican que existen diferencias significativas, entre Col-7 y pari-1D, con un nivel de confianza
de 99,5 y 99,9 % respectivamente, mediante una prueba t de Student.

Debido a que la caracterizacion fenotipica inicial se realizd6 en medio MS con 1% o
. . ) ) . . . ,
3% de sacarosa y se observaron diferencias significativas en ambas concentraciones, se

decidio6 utilizar para posteriores andlisis medio MS con 3% de sacarosa para norespermidina,
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espermidina y LiCl, y medio MS con 1% de sacarosa para NaCl. Estos medios se escogieron

porque los fenotipos se presentaban mas claros y con mayor reproducibilidad.

En resumen, tenemos que el mutante parl/-ID presenta una mayor tolerancia a
norespermidina, espermidina, LiCl y NaCl que el control silvestre en medio MS so6lido, este
fenotipo de tolerancia esta sustentado no solo en el mayor porcentaje de cotiledones verdes,
sino también en el mayor peso fresco de las plantulas (Figura 4.11.A) y en el mayor tamafio
de los cotiledones (Figura 4.11.B) del mutante pari-1D respecto al control silvestre en medio
MS con diferentes cationes toxicos. En ausencia de estrés, las plantulas pari-1D presentan el

mismo tiempo de germinacion y tamafio que el control silvestre (Figura 4.11.B).

70
B | m Col-7
.2 & O par1-1D
© 50
o
(=]
8 40

*%*

\Er 30 4
o
g 20 e 2 ke
g 10
Q

0 I

> S > S o o
0‘& 'b‘& \6\(\ \6\0 VvV e'b
& & & &
R i @QQ R
S
2,8 mM 7mM . o
MS 3% norespermidina espermidina 20 mM LiCl MS 1% 140 mM NaCl
Col-7 9 » ot d

part-1D ¢ 3 w P |«

Figura 4.11 A) Peso fresco del mutante pari-1D y el control silvestre (Col-7) en medios suplementados con
diferentes cationes téxicos. Las semillas se sembraron en medio MS 3% sacarosa suplementados con 2,8 mM
norespermidina, 7 mM espermidina, 20 mM LiCl y en MS 1% sacarosa suplementado con 140 mM NaCl. Los
datos fueron tomados a los 6 dias. Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 experimentos
independientes (n=3). *= indica que existen diferencias significativas, entre Col-7 y parl-1D, con un nivel de
confianza de 99,9 % mediante una prueba t de Student. B) Fenotipo del mutante parl-ID en medios
suplementados con diferentes cationes téxicos. Las fotos fueron tomadas después de 6 dias y muestran una
plantula representativa del fenotipo. La escala corresponde a 2 mm.
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Asimismo se realizaron experimentos en invernadero para comprobar el fenotipo de
tolerancia a NaCl y LiCl en plantas adultas (apartado 3.9). El primer experimento consistio en
sembrar semillas del control silvestre y el mutante parl-1D en macetas diferentes e irrigarlas
periodicamente con solucion nutritiva suplementada con NaCl o LiCl. En este experimento se
observo que el tamafio de las plantas que alcanzaron la fase adulta (plantas con flores y

silicuas) fue mayor en el mutante pari-1D (Figura 4.12).

Col-7  part-1D Col-7  part-1D Col-7  part-1D

Control 50 mM NaCl 4 mM LiCl

Figura 4.12 Crecimiento del mutante parl-1D en condiciones de estrés por NaCl y LiCl. Las
macetas fueron irrigadas 2 veces por semana con solucién nutritiva (Control) y solucidén nutritiva
suplementada con 50 mM NaCl o 4 mM LiCl. Las fotos fueron tomadas después de 37 dias. La escala
corresponde a 5 cm. Control silvestre (Col-7).

En el segundo experimento, las macetas fueron irrigadas con solucion nutritiva
suplementada con NaCl o LiCl una vez las plantas alcanzaron la fase adulta. En la figura
4.13.A puede observarse como el mutante parl-1D presenta un menor dafio en la roseta
cuando es sometido a un estrés por NaCl, igualmente, cuando el control silvestre y el mutante
parl-1D son sometidos a un estrés por LiCl se aprecia un menor dafio en las hojas de la roseta
del mutante parl-1D (Figura 4.13.B). Ademas, el control silvestre presenta un menor numero
de flores y silicuas, junto con una marchitez de los apices del tallo principal y tallos
secundarios bajo un estrés por LiCl (Figura 4.13.C). Para cuantificar la inhibicion del
crecimiento y el dafo producido por el NaCl y LiCl, se pesaron plantas en ausencia y en
presencia de NaCl o LiCl y se observo que el peso fresco de la parte aérea en el mutante
parl-1D, en ausencia de NaCl o LiCl, era similar al del control silvestre; pero, en presencia
de NaCl o LiCl, el peso fresco de la parte aérea del mutante parl/-ID era mayor (Figuras

4.14.A y 4.14.B).
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Figura 4.13 A) Fenotipo de la roseta del mutante par/-1D después de un estrés salino con NaCl. Las
plantas fueron irrigadas con solucion nutritiva suplementada con 200 mM de NaCl durante 11 dias. La
escala corresponde a 2 cm. B) Fenotipo de las hojas de la roseta en el mutante parl-1D después de un
estrés salino con LiCl. Las plantas fueron irrigadas con solucién nutritiva suplementada con 20 mM de
LiCl durante 8 dias. La escala corresponde a 1 cm. C) Fenotipo de la parte aérea en el mutante parl-1D
después de un estrés salino con LiCl. Las plantas fueron irrigadas con solucion nutritiva suplementada con
20 mM de LiCl durante 6 dias. Las flechas indican los apices florales marchitos. La escala corresponde a 4
cm. Control indica que las plantas fueron irrigadas solo con solucién nutritiva. Control silvestre (Col-7).
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Figura 4.14 Peso fresco de la parte aérea en el mutante parl-1D y el control silvestre (Col-7) después
de un estrés salino con NaCl (A) y LiCl (B). Se colocaron 3 plantas por maceta que fueron irrigadas con
solucion nutritiva (Control) o con solucidon nutritiva suplementada con 50 mM NaCl o 15 mM LiCl
durante 14 y 6 dias respectivamente. Las barras de error representan la desviacion estandar de 2
experimentos independientes con 3 repeticiones cada uno (n=6). = y = indican que existen diferencias
significativas, entre Col-7 y parl-1D, con un nivel de confianza de 99,5 y 99,9 % respectivamente,
mediante una prueba t de Student.
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4.3.2 parl-2, parl-3y parl-4 son sensibles a cationes toxicos

Se analizo6 el crecimiento de los mutantes pari-2, parl-3 y pari-4 en medio MS s6lido
suplementado con diferentes cationes toxicos. Como resultado comun a todos los mutantes, se
observé un menor porcentaje de plantulas con cotiledones verdes con respecto al control en
medios con norespermidina, espermidina, LiCl y NaCl (Figura 4.15.A), asi como un menor

peso de las plantulas (Figura 4.15.B).
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Figura 4.15 Porcentaje de cotiledones verdes (A) y peso fresco (B) de los alelos mutantes del locus
At1g15020 en medios suplementados con diferentes cationes toxicos. Las semillas se sembraron en medio
MS 3% sacarosa suplementados con 2,4 mM norespermidina, 6 mM espermidina, 18 mM LiCl, y en MS 1%
sacarosa suplementado con 120 mM NaCl. Control representa el % de cotiledones verdes presentes en medio
MS con 1 y 3% de sacarosa. Los datos fueron tomados a los 6 dias. Las barras de error representan la desviacion
estandar de 3 experimentos independientes con 3 repeticiones cada uno (n=9). * y =+ indican que existen
diferencias significativas, entre el control silvestre (Col-7) y los alelos mutantes, con un nivel de confianza de
99,5y 99,9 % respectivamente, mediante una prueba t de Student.

Debido a que se tenian 3 alelos mutantes para el locus Atlgl5020 que presentaban un
comportamiento similar en su sensibilidad a cationes toxicos y eran indistinguibles del control
silvestre en ausencia de estrés en medio MS y en invernadero (datos no mostrados), se decidio

utilizar el alelo pari-2 para todas las caracterizaciones posteriores.

En primer lugar, se observo que el mutante par/-2 presentaba un menor tamafio y una
inhibicién del desarrollo de los cotiledones comparado con el control silvestre en medios con
diferentes cationes toxicos (Figura 4.16). Por otra parte, se hicieron experimentos en el
invernadero con semillas del control silvestre y el mutante parl/-2 sembradas en tierra e
irrigadas periddicamente con solucion nutritiva suplementada con LiCl o NaCl. Los
resultados mostraron un porcentaje similar de plantas que alcanzaron la fase adulta en ambos
tratamientos (datos no mostrados). Asimismo el mutante par/-2 presentaba un menor tamafio

de la roseta, asi como un mayor dafio en las hojas primarias al ser irrigado con LiCl (Figura
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4.17) mientras que no se observo diferencia alguna respecto al control silvestre al tratarse con

NacCl (datos no mostrados).
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Figura 4.16 Fenotipo del mutante parl-2 en medios suplementados con diferentes cationes toxicos.
Las fotos fueron tomadas después de 6 dias y muestran una plantula representativa del fenotipo. La
escala corresponde a 2 mm. Control silvestre (Col-7).
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Figura 4.17 Fenotipo de la roseta del mutante parI-2 en condiciones de estrés por LiCl. Las
plantas fueron irrigadas con solucion nutritiva suplementada con 2,5 mM de LiCl durante 20 dias.
La escala corresponde a 2 cm. Control indica que las plantas fueron irrigadas solo con solucién
nutritiva. Control silvestre (Col-7).

Otro experimento consistié en someter plantas adultas a un estrés por NaCl o LiClL. En
este caso se observd un dafo generalizado en las hojas de la roseta del mutante pari-2
tratadas con NaCl, mientras que el control silvestre presentaba una acumulaciéon de
antocianinas en las hojas pero sin muerte celular o amarillamiento de las hojas de la roseta
(Figura 4.18.A). En el caso del LiCl se observdé un mayor marchitamiento y pérdida de
turgencia en la roseta, asi como un marchitamiento mas pronunciado en los apices de los
tallos secundarios en el mutante pari-2 con respecto al control silvestre (Figura 4.18.B y

4.18.C).
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C
Col-7 part-2

FIGURA 4.18 A) Fenotipo de la roseta en el mutante parl-2 después de un estrés salino con NaCl. Las
plantas fueron irrigadas con solucion nutritiva suplementada con 150 mM de NaCl durante 10 dias. La escala
corresponde a 2 cm. B) Fenotipo de la roseta en el mutante parl-2 después de un estrés salino con LiCl. Las
plantas fueron irrigadas con solucion nutritiva suplementada con 15 mM de LiCl durante 8 dias. La escala
corresponde a 2 cm. C) Fenotipo de la parte aérea en el mutante parl-2 después de un estrés salino con
LiCl. Las plantas fueron irrigadas con solucion nutritiva suplementada con 15 mM de LiCl durante 6 dias. Las
flechas indican los apices florales marchitos. La escala corresponde a 4 cm. Control indica que las plantas fueron
irrigadas solo con solucion nutritiva. Control silvestre (Col-7).

4.3.3 parl-1D presenta una menor toma y acumula menor cantidad de
cationes toxicos en condiciones de estrés

Como hemos visto anteriormente, el mutante parl-1D es resistente a cationes tOxicos
y uno de los mecanismos por el cual este mutante puede ser resistente a norespermidina, NaCl
y LiCl es evitando o disminuyendo la entrada y/o acumulacion de cationes toxicos en el
interior de la planta. El mutante parl-2, al contrario, es sensible a cationes toxicos,

posiblemente debido a una mayor entrada y/o acumulacion de estos cationes en la planta.
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Para comprobar esta hipdtesis se realizaron ensayos de toma de cationes en tiempos
cortos (desde 0 a 90 minutos) y de acumulacion de cationes en tiempos largos (2 dias), segiin
se describe en el apartado 3.11. Los resultados obtenidos en la toma de norespermidina no
muestran diferencias en la velocidad inicial de toma, pero permiten observar que a partir de
los 30 minutos existe una diferencia en la toma de norespermidina entre los alelos parl y el
control silvestre siendo la toma de parl-2 > Col-7 > parl-1D. A partir de los 40 minutos el
contenido en norespermidina practicamente no aumenta, sino que se mantiene hasta los 80
minutos (Figura 4.19.A). La diferencia en la toma de norespermidina parece ser confirmada
por el ensayo de acumulacion, tras 2 dias, donde el mutante parl-1D acumula menos
norespermidina que el control silvestre mientras que el mutante par/-2 acumula mas (Figura

4.19.B).
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FIGURA 4.19 A) Toma de norespermidina en el control silvestre (Col-7) y en los mutantes con ganancia
(parl-1D) y disminucion (parl-2) de expresion del locus At1gl15020. Plantulas crecidas en medio liquido
durante 10 dias fueron transferidas a un nuevo medio liquido suplementado con 2,8 mM de norespermidina. B)
Acumulacion de norespermidina en Col-7 y en los mutantes parl-1D y parl-2. Plantulas crecidas en medio
liquido fueron transferidas a un nuevo medio liquido suplementado con 2,8 mM de norespermidina durante 2
dias. Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 experimentos independientes con 3 repeticiones
cada uno (n=9). = y == indican que existen diferencias significativas, entre Col-7 y los alelos mutantes, con un
nivel de confianza de 99,5 y 99,9 %, respectivamente, mediante una prueba t de Student.

De igual manera, en los ensayos de toma de Na' no se observan diferencias en la
velocidad inicial de toma, pero a partir de los 15 minutos se observa una mayor toma de Na"
en el mutante parl-2 respecto al control que aumenta hasta los 60 minutos, manteniéndose
posteriormente practicamente constante hasta los 80 minutos. En cambio en el mutante
parl-1D se observa una ligera, pero continua disminucion en la toma de Na" a partir de los 15
minutos, mientras el control silvestre aumenta la toma de Na" hasta los 30 minutos para luego
disminuir y mantenerse en un nivel intermedio entre el mutante par/-2 y el mutante parl-1D
(Figura 4.20.A). La diferencia observada en la toma de Na' se confirma con el ensayo de
acumulacion, donde el mutante par/-2 acumula méas Na' que el control silvestre y el mutante

parl-1D menos Na" que este ultimo (Figura 4.20.B).
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FIGURA 4.20 A) Toma de Na" en el control silvestre (Col-7) y en los mutantes con ganancia (parl-1D) y
disminucion (parl-2) de expresion del locus At1g15020. Plantulas crecidas en medio liquido durante 10 dias
fueron transferidas a un nuevo medio liquido suplementado con 120 mM de NaCl. B) Acumulacién de Na* en
Col-7 y en los mutantes parl-1D y parl-2. Plantulas crecidas en medio liquido fueron transferidas a un nuevo
medio liquido suplementado con 120 mM de NaCl durante 2 dias. Las barras de error representan la desviacion
estandar de 3 experimentos independientes con 3 repeticiones cada uno (n=9). * indica que existen diferencias
significativas, entre Col-7 y los alelos mutantes, con un nivel de confianza de 99,5%, mediante una prueba t de
Student.

En el caso de los ensayos de toma de Li", se observa una diferencia en la velocidad
inicial de toma (parI-2 > Col-7 > parl-1D), pero a partir de los 30 minutos, el contenido de
Li" practicamente no aumenta en el mutante parl-2 y el control, aumentando solo en el
mutante parl-1D hasta establecerse aproximadamente a los 60 minutos. Finalmente, a los 90
minutos tenemos solo un aumento en la toma de Li" del mutante par/-2 respecto al control,
pero ninguna diferencia en la toma del mutante pari-1D comparado al control (Figura
4.21.A). En el ensayo de acumulacion a los 2 dias no se observan diferencias entre la

acumulacion de Li" de los alelos par! y el control (Figura 4.21.B).
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FIGURA 4.21 A) Toma de Li" en el control silvestre (Col-7) y en los mutantes con ganancia (parl-1D) y
disminucion (parl-2) de expresion del locus At1g15020. Plantulas crecidas en medio liquido durante 10 dias
fueron transferidas a un nuevo medio liquido suplementado con 20 mM de LiCl. B) Acumulacién de Li" en
Col-7 y en los mutantes parI-1D y parl-2. Plantulas crecidas en medio liquido fueron transferidas a un nuevo
medio liquido suplementado con 20 mM de LiCl durante 2 dias. Las barras de error representan la desviacion
estandar de 3 experimentos independientes con 3 repeticiones cada uno (n=9).
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4.3.4 La acumulacién y toma de K varia en los alelos parl

En los ensayos anteriores se comprobd que el mutante pari-1D toma y acumula
menos norespermidina y Na' que el control silvestre, ademas, el mutante parl-2 toma y
acumula mas norespermidina y Na™ que el control. En el caso del Li" solo se observo una
diferencia en la velocidad inicial de toma y en el contenido de Li" a tiempos cortos (0-60
minutos). Estos resultados plantearon la idea de que los alelos par! pueden estar afectados en
la toma y acumulacién de K, ya que una mayor acumulacion de K intracelular impide la
acumulacién de iones toxicos (como Na') y puede disminuir el potencial de membrana
impidiendo la entrada inespecifica de cationes (como Na', Li" y norespermidina). Para
demostrar esta hipotesis, se realizaron ensayos de velocidad inicial de toma de Rb" y de
acumulacion de K. Para los ensayos de toma, se utilizé el cation rubidio (Rb") por ser un

analogo estructural del Ky tener la capacidad de compartir sistemas de entrada y salida.

En los ensayos de toma de Rb" no se observan diferencias en la velocidad inicial de
toma, pero a partir de los 15 minutos se observa como el contenido de Rb" en el mutante
parl-1D es mayor que en el control, ademas, el mutante par/-2 presenta un contenido menor
que el control y esta diferencia se mantiene hasta los 120 minutos (Figura 4.22.A). A partir de
los 10 minutos y hasta aproximadamente los 30 minutos, el contenido de Rb" en los mutantes
y el control permanece practicamente constante, para después aumentar y permanecer casi
constante desde los 45 minutos hasta los 120 minutos. La acumulacién de K en el mutante
parl-2 fue menor que en el control, pero en el caso del mutante parI-1D, el contenido de K"

fue mayor (Figura 4.22.B).
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FIGURA 4.22 A) Medida de 1a toma de Rb" en el control silvestre (Col-7) y en los mutantes con ganancia
(parl-1D) y disminucion (parl-2) de expresion del locus At1gl15020. Plantulas crecidas en medio liquido
durante 10 dias fueron transferidas a un nuevo medio liquido sin K* y suplementado con 1 mM de RbCl. B)
Acumulacién de K en Col-7 y en los mutantes parI-1D y parl-2. Las plantulas fueron crecidas en medio
liquido durante 10 dias. Las barras de error representan la desviacion estdndar de 4 experimentos independientes
con 3 repeticiones cada uno (n=12). = indica que existen diferencias significativas, entre Col-7 y los alelos
mutantes, con un nivel de confianza de 99,5%, mediante una prueba t de Student.
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4.3.5 El potencial de membrana de la epidermis radicular no esta afectado
en los alelos parl

El potencial de membrana (E,,) en la célula vegetal esta regulado principalmente por
las H-ATPasas y por los transportadores y canales de K*. Cuando aumenta la entrada de K"
en la célula se produce una depolarizacion del potencial de membrana, de manera contraria,
cuando disminuye la entrada de K tiene lugar una hiperpolarizacion del potencial de
membrana. El aumento en la toma y acumulacion de K' en el mutante parI-1D, asi como la
menor toma y acumulacion de K en el mutante pari-2 respecto al control podrian provocar

una depolarizacion e hiperpolarizacion, respectivamente, del potencial de membrana.

Para determinar si los alelos par! se encuentran depolarizados o hiperpolarizados se
procedio a medir el potencial de membrana de las células epidérmicas de raiz siguiendo la
metodologia indicada en el apartado 3.14. Estos experimentos se realizaron en colaboracién

con la Dra. Maria J. Garcia y el Prof. Jose A. Fernandez de la Universidad de Malaga.

En la tabla V se muestran los resultados de la medicién del potencial de membrana,
donde se observa que no hay diferencias significativas en el potencial de membrana entre el
alelo parl-2 y el control. La disminucion del potencial del mutante pari-1D respecto al

control no es significativa al nivel de p=0,01.

Tabla V. Potencial de membrana (E,) de las células epidérmicas de raiz en el control
silvestre (Col-7) y en los mutantes con ganancia (parl-1D) y disminucion (parl-2) de
expresion del locus At1g15020. Los valores corresponden al promedio + desviacién estandar.
Entre paréntesis se muestra el numero de repeticiones por cada linea.

Linea E,, (mV)
Col-7 158 +7 (6)
parl-2 153 £8(5)
parl-1D 147 £ 8 (6)

4.3.6 Los alelos parl estan afectados en la acumulacion de cationes en la
parte aérea

En los ensayos anteriores de acumulacion de cationes, se observaron diferencias entre
los alelos parl y el control, pero no se pudo discernir si esta diferencia en el contenido era a
nivel de toda la planta, solo en la parte aérea o en la raiz. Para ello se llevaron a cabo ensayos

en invernadero con plantas adultas como se describe en el apartado 3.11.1.
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Raiz

Los ensayos de acumulacién de cationes en raiz se llevaron a cabo en un sistema de

crecimiento hidroponico. En las figuras 4.23.A y 4.23.B, se observa que las plantas irrigadas
:r b 4 3 . + . ot y

solo con solucidon nutritiva (control) practicamente no contienen Na' ni Li en la raiz y

ademas no existen diferencias entre los alelos par! y el control Col-7 en el contenido de K.

Cuando se irrigan las plantas con solucién nutritiva suplementada con 50 mM de
NaCl, se observa un aumento generalizado en el contenido de Na' y una disminucién en el
contenido de K" (Figura 4.23.A) pero no se observan diferencias entre los alelos parl y el
control Col-7. De forma similar, al irrigar las plantas con solucion nutritiva suplementada con
10 mM de LiCl se observa una disminucion en el contenido de K’ en la raiz, en los alelos
parl y el control Col-7, pero no se observa diferencia entre ellos (Figura 4.23.B). Ademas, las
plantas irrigadas con LiCl presentan un aumento en la concentracion de Li” en la raiz. En este
caso no existen diferencias en el contenido de Li" entre el mutante parI-2 y el control (Col-7),

pero si un menor contenido en el mutante pari-1D (Figura 4.23.B).
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Figura 4.23 Contenido de cationes en la raiz de plantas irrigadas con NaCl (A) y LiCl (B) en el control
silvestre (Col-7) y en los mutantes con ganancia (parI-1D) y disminucion (parl-2) de expresion del locus
At1g15020. La figura muestra el contenido de Na'/K" y Li"/K" en la raiz de plantas irrigadas con 50 mM NaCl o
15 mM LiCl durante 2 dias. Las plantas control fueron irrigadas con solucion nutritiva. Las barras de error
representan la desviacion estandar de 2 experimentos independientes con 3 repeticiones cada uno (n=6). =
indica que existen diferencias significativas, entre Col-7 y parl-1D, con un nivel de confianza de 99,5%
mediante una prueba t de Student.

Parte aérea

A diferencia de la raiz, en la parte aérea existe una acumulacion de Na" cuando las
plantas son irrigadas solo con solucidon nutritiva (control), esto se debe a que la turba
empleada para crecer las plantas contiene cierta cantidad de Na', sin embargo, es de destacar
que el mutante parl-1D presenta una menor cantidad de Na' que el mutante parl-2 y el

control Col-7 (Figura 4.24.A). Ademads, se observa que en condiciones control el mutante
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parl-1D tiene mayor contenido de K™ que el Col-7, mientras que el mutante parl-2 tiene

menor cantidad de K.

Cuando las plantas son sometidas a estrés por NaCl, la concentraciéon de Na™ aumenta
en todos los casos, aproximadamente 5 veces, observandose sin embargo un menor contenido
de Na' en el mutante parl-1D comparado con el control Col-7 (Figura 4.24.A). También se
observa un ligero aumento en el contenido de Na' del mutante par/-2 respecto al control
Col-7, pero esta diferencia no es estadisticamente significativa. Finalmente la figura 4.24. A
muestra una disminucién general en la cantidad de K. En este caso el mutante parl-1D sigue
teniendo un mayor contenido de K que el control Col-7, pero el mutante parI-2 no difiere del

control Col-7.

En plantas irrigadas solo con solucién nutritiva no se observa la presencia de Li' en la
parte aérea, pero cuando las plantas son irrigadas con 15 mM de LiCl, el contenido de Li"
aumenta en los 3 casos (Figura 4.24.B), siendo dicho contenido mayor en el mutante par/-2'y
menor en el mutante parl-1D en comparacion con el control Col-7. Con respecto al contenido
de K", en condiciones control es menor en el mutante par-2 y mayor en el mutante parI-1D,
respecto al control Col-7, pero cuando las plantas son sometidas a estrés por LiCl, el
contenido de K™ disminuye en forma general, de manera similar a plantas irrigadas con NaCl.
Sin embargo en este caso no se observan diferencias en el contenido de K' entre los alelos
parl y el control Col-7, pero si se observa un mayor contenido de K en el mutante parl-1D

respecto al mutante parl-2 (Figura 4.23.B).
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Figura 4.24 Contenido de cationes en la parte aérea de plantas irrigadas con NaCl (A) y LiCl (B) en el
control silvestre (Col-7) y en los mutantes con ganancia (parI-1D) y disminucion (parl-2) de expresion del
locus At1g15020. La figura muestra el contenido de Na'/K" y Li"/K" en la parte aérea de plantas irrigadas con
50 mM NaCl o 15 mM LiCl durante 5 y 3 dias, respectivamente. Las plantas control fueron irrigadas con
solucion nutritiva. Las barras de error representan la desviacion estandar de 2 experimentos independientes con 3
repeticiones cada uno (n=6). = y #* indican que existen diferencias significativas, entre Col-7 y los alelos
mutantes, con un nivel de confianza de 99,5 y 99,9 % respectivamente, mediante una prueba t de Student.
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Los resultados de los ensayos de acumulacion de cationes en la parte aérea y la raiz
plantean la hipotesis de que los alelos parl estan afectados en el transporte a larga distancia
de cationes, es decir, en la carga de cationes en el xilema de la raiz. Debido a que, en primer
lugar, se observan diferencias entre los mutantes y el control Col-7 en el contenido de K en
la parte aérea en condiciones control (Figura 4.24.A y 4.24.B) pero no en la raiz (Figuras
4.23.A y 4.23.B). Ademas, se observan diferencias en el contenido de Li" en la parte aérea en
los alelos parl (Figura 4.24.B) y solo se ve una ligera disminucion en el contenido de Li" en
el mutante parl-1D en raiz (Figura 4.23.B). Y finalmente se observa una disminucion en el
contenido de Na de la parte aérea (Figura 4.24.A) en el mutante parl-1D, pero no se observa

variacion en el contenido de Na" en la raiz (Figura 4.23.A).

4.3.7 Los alelos parl estan afectados en la acumulacion de cationes en el
xilema

Para demostrar la hipotesis planteada en el parrafo anterior, se determind la
concentracion de cationes en el xilema de plantas irrigadas con NaCl y LiCl y plantas

irrigadas solo con solucidn nutritiva seguin se detalla en el apartado 3.12.

Las plantas control irrigadas solo con solucion nutritiva contienen cantidades muy
. + . . .+ ’
bajas de Na en el xilema y no contienen Li, ademds, el mutante parl-2 presenta un
. + . + .y
contenido menor de K y el mutante par/-1D un contenido mayor de K', en comparacion con

el control Col-7 (Figuras 4.25.A y 4.25.B).

Cuando las plantas son regadas con solucion nutritiva suplementada con 50 mM de
NaCl, el contenido de K practicamente no disminuye y se mantienen las diferencias entre los
mutantes y el control Col-7 en el contenido de K (parI-1D > Col-7 > par1-2). Con respecto
al Na', se observa un mayor contenido en el mutante par/-2 y una menor acumulacion en el

mutante parl-1D, respecto al control Col-7 (Figura 4.25.A).

Cuando se riegan las plantas con solucion nutritiva suplementada con 10 mM de LiCl,
se observa una disminuciéon general en el contenido de K. El mutante parl-2 presenta, en
estas condiciones, un menor contenido de K™ en comparaciéon con el control Col-7, no
habiendo diferencia en el caso del mutante parl-1D (Figura 4.25.B). Con respecto al Li", se
detecta un mayor contenido en el mutante par/-2 y una menor acumulacion en el mutante

parl-1D, respecto al control Col-7 (Figura 4.25.B).
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Figura 4.25 Contenido de cationes en el xilema de plantas irrigadas con NaCl (A) y LiCl (B) en el control
silvestre (Col-7) y en los mutantes con ganancia (parI-1D) y disminucién (parl-2) de expresion del locus
At1g15020. La figura muestra el contenido de Na'/K" y Li’/K" en el xilema de plantas irrigadas con 50 mM
NaCl o 10 mM LiCl durante 3 y 2 dias, respectivamente. Las plantas control fueron irrigadas con solucion
nutritiva. Las barras de error representan la desviacion estandar de 2 experimentos independientes con 3
repeticiones cada uno (n=6). = y ** indican que existen diferencias significativas, entre Col-7 y los alelos
mutantes, con un nivel de confianza de 99,5 y 99,9 % respectivamente, mediante una prueba t de Student.

Estos resultados confirman la hipotesis de que los alelos parl estan afectados en la
carga de cationes en el xilema, presentando el mutante par/-1D un aumento en la carga de K*
y una disminucion en la carga de Na’ y Li', mientras que el mutante parl-2, al contrario,
muestra una disminucioén en la carga de K y un aumento de la carga en Na' y Li' en el

xilema.

4.4 La sobreexpresion del locus At1g15020 reproduce el fenotipo
del mutante parl-1D

Para demostrar que la sobreexpresion del locus Atlgl5020 en el mutante parl-1D
produce los mismos fenotipos de resistencia a cationes toxicos, se procedid a la
transformacion de plantas de A. thaliana con el cDNA del locus Atl1g15020 bajo el control
del promotor constitutivo 35S en el pldsmido binario pBI121 (ver apartado 3.1.6).
Posteriormente se analizd mediante “Northern Blot” el nivel de expresion del gen
correspondiente al locus Atlgl5020 de 11 lineas transgénicas y se seleccionaron 2 lineas

independientes que mostraban una fuerte expresion de dicho gen (Figura 4.26).

En las pruebas de tolerancia a cationes toxicos en medio MS solido se observa que las
lineas 2 y 10 presentan un mayor porcentaje de cotiledones verdes en comparacion al control
silvestre (Figura 4.27.A). También es posible observar que el tamafio de los cotiledones de la
linea 2 es mayor que el control silvestre y similar al mutante con ganancia de funcion (parl-

1D) (Figura 4.27.B).
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Figura 4.26 “Northern Blot” de 11 lineas transgénicas independientes. La membrana
contiene 20 pg de RNA por muestra que fue hibridada con una sonda especifica para el locus
At1g15020. El control de carga de RNA fue determinado mediante la hibridacion con una
sonda especifica para el gen de la f-tubulina. Control silvestre (Col-7).
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Figura 4.27 A) Porcentaje de cotiledones verdes en el mutante parl-1D y en las lineas transgénicas 2 y 10
en medios suplementados con diferentes cationes toxicos. Las semillas se sembraron en medio MS 3%
sacarosa suplementados con 2,8 mM norespermidina, 7 mM espermidina, 20 mM LiCl y en MS 1% sacarosa
suplementado con 140 mM NaCl. Los datos fueron tomados a los 6 dias. Control representa el % de cotiledones
verdes presentes en medio MS con 1 y 3% de sacarosa. Las barras de error representan la desviacion estandar de
3 experimentos independientes (n=3). = y =* indican que existen diferencias significativas, entre el control
silvestre (Col-7) y las demas lineas, con un nivel de confianza de 99,5 y 99,9 % respectivamente, mediante una
prueba t de Student. B) Fenotipo del mutante parl-1D y la linea transgénica 2 en medios suplementados con
diferentes cationes toxicos. Las fotos fueron tomadas después de 6 dias y muestran una plantula representativa
del fenotipo. La escala corresponde a 2 mm.
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No se observaron diferencias de germinacion o morfoldgicas entre plantas control y
plantas transgénicas en medio MS so6lido o en condiciones de invernadero cuando las plantas
eran mantenidas en ausencia de estrés salino. Pero cuando se realizaron pruebas de tolerancia
a NaCl y LiCl en condiciones de invernadero se observaron importantes diferencias tanto en
el estado de la roseta como en el extremo de los tallos. Por un lado, las plantas control
presentan un mayor deterioro y marchitamiento en las hojas de la roseta comparado con la
linea transgénica en medios irrigados con NaCl y LiCl (Figura 4.28.A y 4.28.B); y por otro
lado, el apice de los tallos en las plantas control presentan un avanzado estado de
marchitamiento, mientras las plantas transgénicas no presentan ningn sintoma en medio con

LiCl (Figura 4.28.C).
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Figura 4.28 A) Fenotipo de la roseta de la linea 2 después de un estrés salino con LiCl. Las plantas
fueron irrigadas con solucion nutritiva suplementada con 20 mM de LiCl durante 8 dias. La escala
corresponde a 2 cm. B) Fenotipo de la roseta de la linea 2 después de un estrés salino con NaCl. Las
plantas fueron irrigadas con solucion nutritiva suplementada con 200 mM de NaCl durante 11 dias. La
escala corresponde a 2 cm. C) Fenotipo de la parte aérea en la linea 2 después de un estrés salino con
LiCl. Las plantas fueron irrigadas con solucion nutritiva suplementada con 20 mM de LiCl durante 7 dias.
Las flechas indican los éapices florales marchitos. La escala corresponde a 4 cm. Control indica que las
plantas fueron irrigadas solo con solucion nutritiva. Control silvestre (Col-7).
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También se midi6 la cantidad de K'/Na" y K/Li" en la parte aérea de plantas sometidas
a estrés por NaCl y LiCl respectivamente. En la figura 4.29.A se observa que en ausencia de
NaCl, la cantidad de Na" en el control (Col-7) y la linea transgénica es muy similar, pero en
presencia de NaCl la cantidad de Na' en la linea transgénica es menor que en el control. En el
caso del K, en ausencia y presencia de NaCl su contenido es mayor en la linea transgénica

comparada con el control (Figura 4.29.A).

Al regar las plantas con solucion nutritiva suplementada con 15 mM de LiCl, la
acumulacion de este cation en la parte aérea es ligeramente mayor en el control Col-7 que en
la linea transgénica (Figura 4.29.B). Por otro lado, la linea transgénica acumula mas K™ que el
control Col-7, tanto en ausencia como en presencia de LiCl, pero en ambos tiene lugar una
disminucion en la cantidad de K' como consecuencia de la irrigacion con LiCl (Figura

4.29.B).

Finalmente en la figura 4.29 se observa que los valores de acumulacion de cationes de
la linea transgenica sobreexpresando el locus Atlgl5020 son similares a los del mutante

parl-1D, utilizado como control positivo en estos experimentos.
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Col-7 par1-1D Linea2 Col-7 par1-1D Linea2 Col-7 pari-1D Linea2  Col-7 par1-1D Linea2
Control 50 mM NaCl Control 15 mM Licl

Figura 4.29 Contenido de cationes en la parte aérea de plantas irrigadas con NaCl (A) y LiCl (B) en el
control silvestre (Col-7), en el mutante con ganancia (parI-1D) de funcién del locus At1g15020 y en la linea
2 que sobreexpresa el locus At1g15020. El contenido de Na'/K” y Li"/K" en la parte aérea fue medido de
plantas irrigadas con 50 mM NaCl o 15 mM LiCl durante 5 y 3 dias, respectivamente. Las plantas control fueron
irrigadas con solucion nutritiva. Las barras de error representan la desviacion estandar de 2 experimentos
independientes con 3 repeticiones cada uno (n=6). = y =+ indican que existen diferencias significativas, entre
Col-7 y las demas lineas mutantes, con un nivel de confianza de 99,5 y 99,9 % respectivamente, mediante una
prueba t de Student.
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4.5 Analisis bioinformatico del locus At1g15020

4.5.1 Predicciones informaticas

El  locus Atlgl5020 estd anotado en la base de datos TAIR
(http://www.arabidopsis.org) con el nombre AtQSOXI (Quiescin Sulthydryl Oxidase). Esta

proteina pertenece a la familia de las quiescina sulfidril oxidasas (QSOX), proteinas
dependientes de FAD que usan oxigeno molecular para formar enlaces disulfuro generando
peroxido de hidrogeno (Hoober et al., 1999a). Las proteinas QSOX estan posiblemente
involucradas en la formacion de la matriz extracelular y en la regulacion redox de las
actividades enzimaticas (Hoober y Thorpe, 1999, Coppock et al., 2000). Estas proteinas
poseen un dominio tiorredoxina (TRX), que permite la reduccion de enlaces disulfuro,
(Malkin y Niyogi, 2000) y un dominio ERV1/ALR, que presenta actividad sulfidril oxidasa
(Lee et al., 2000).

Para el andlisis de los dominios que conforman la proteina se utilizd el programa

InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/). El andlisis de la secuencia de

aminodcidos (Figura 4.30) revela un péptido sefial en la region N-terminal de
aproximadamente 33 aminoécidos, que predice una localizacién en la via de secrecion. A
continuacion se encuentra un dominio de tioredoxina (TRX) que contiene un motivo WCPAC
(la secuencia consenso de la familia QSOX es wCgxC?). Este motivo se considera muy
importante para la funcién de las proteinas QSOX (Raje y Thorpe, 2003). También esta
presente el dominio ERV/ALR en la region C-terminal. En este segundo dominio se encuentra
el motivo primario FFMCDDCRRHF (la secuencia consenso en la familia QSOX es
fixCxdCxxhF) que participa en la oxidacién de grupos disulfuro y el motivo HNKVNERL
(secuencia consenso HNxVNxrl) que interactia con la regiéon ADP del cofactor FAD (Gross
et al., 2002). Finalmente, presenta el motivo QLCPSC (secuencia consenso elCxxC) que solo
estd presente en la familia QSOX pero no en la familia ERV1/ALR. Se ha demostrado que
existe una interaccion entre el motivo primario y este segundo par de cisteinas, lo cual es una

caracteristica importante de las sulfidril oxidasas (Raje y Thorpe, 2003).

4 , . s . .
Las letras en mayusculas indican que el aminodcido esta conservado, las letras en minuscula indican que el
aminoacido es el mayoritario en la secuencia consenso y la letra x indica que puede ser cualquier aminoacido.
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Péptido Region Posible dominio

sefal TRX separadora ERV/ALR transmembrana

N[ T1 | [ 1T @ 11 Hic
WCPAC ..MCDDCR..\QLCPSC
HNKVNERL

Figura 4.30 Esquema de la proteina codificada por el locus At1g15020 donde se muestran los dominios y
motivos caracteristicos de las proteinas de la familia QSOX. En verde se muestra el péptido sefial, en naranja
se muestra el dominio tioredoxina (TRX) con un motivo redox, en morado se muestra el motivo ERV1/ALR con
2 motivos redox y el circulo negro corresponde al sitio de unién de FAD. Finalmente el rectangulo negro
representa un posible dominio transmembrana. En los diferentes motivos se resalta en negro los aminoacidos de
la secuencia consenso presentes en todos los individuos de la familia QSOX. N y C indican el extremo N-
terminal y C-terminal, respectivamente.

Posteriormente, mediante el programa PROSITE (http://www.expasy.org/prosite/) se

encontrd que la proteina presenta un posible sitio de miristoilacion, 3 sitios de N-glicosilacion
y ausencia de sefial de retencion de reticulo endoplasméatico (KDEL). La miristoilacion es la
union de una proteina a la membrana plasmatica por medio de un enlace amida entre el grupo
amino de una glicina y el acido miristico (Alberts et al., 2002). La N-glicosilacion es la
incorporacion de polisacaridos en una proteina llevada a cabo en el aparato de Golgi para

formar glicoproteinas (Staechelin y Newcomb, 2000).

Empleando la base de datos TIGR (http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/index.shtml) se

averigué que el gen Atlgl5020 presenta 2 isoformas: Atlgl5020.1 y Atlgl5020.2, que
comparten exactamente los mismos exones a excepcion del ultimo (ex6n 11) donde la
isoforma Atlgl15020.1 carece de una porcion (Figura 4.31). Finalmente, aplicando el analisis
de hidrofobicidad de Kyte-Doolittle (Kyte y Doolittle, 1982) se encontr6é que las 2 isoformas

mantienen la posible region transmembrana en la region C-terminal (Figura 4.32).

At1g15020.2 (529 aa)
1-—I-I—-—I—H--—I--—

2764

At1g15020.1 (503 aa)
1-—I-I—-—I—H--—I---_—-

2860

Figura 4.31 Representacion esquemaitica de los intrones y exones de las 2 isoformas del gen At1g15020.
Los exones son representados como rectangulos de color gris y los intrones como lineas de color gris. Los
rectangulos de color negro representan las regiones UTR (regiones no traducidas). Se indica el sitio del codon
ATG (1) y el sitio del codon de parada (2764/2860). Aminoacidos (aa).
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Figura 4.32 Analisis de hidrofobicidad de las 2 isoformas del gen At1g15020. La linea roja representa el
valor minimo de hidrofobicidad (1,8) para considerar una region como posible dominio transmembrana. La linea
negra sefiala el posible dominio transmembrana en ambas isoformas.

4.5.2 Analisis proteico de la familia QSOX en Arabidopsis

Usando la base de datos de proteinas UniProt, presente en el programa BLAST

(http://www.arabidopsis.org/Blast/), se buscaron proteinas con homologia a AtQSOX y se

encontr6 una proteina de A. thaliana con un alto grado de homologia (76% de identidad) que
ya habia sido descrita previamente (Thorpe et al., 2002), ademas de 3 proteinas de M.
trunculata, arroz (O. sativa) y maiz (Z. mays) con un grado de homologia medio a AtQSOX
de 63%, 55% y 54%, respectivamente. Estas 4 proteinas poseen todos los dominios
estructurales y motivos descritos para ATQSOX (Figura 4.33) y también unos parametros
teoricos similares en lo referente a numero de aminodcidos, masa molecular, probables

dominios transmembrana y localizacion subcelular (Tabla VI).

Tabla VI. Parametros obtenidos mediante los programas PSORT (http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/form.html)
y Compute pI/Mw (http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html) de 5 miembros de la familia QSOX de plantas.
M. trunculata (MtrDRAFT AC144731g6vl), arroz (OSINBa0079H23.16) y maiz (TEL1). kilodaltons (kDa)

Peso
Aminoacidos Punto Dominios Localizacion
molecular
(aa) isoeléctrico (pI) transmembrana subcelular
(kDa)

Membrana

AtQS02.2/AtQS02.1 529/503 60/57 7,8/8 1/1 )
plasmatica
Membrana

AtQSO1 495 56 8,5 1 i
plasmatica
Membrana

MtrDRAFT_AC144731g6vl 517 58,4 6,8 1 i
plasmatica
Membrana

OSJNBa0079H23.16 513 57,8 8,4 1 )
plasmatica
Membrana

TEL1 511 57 7 1 )
plasmatica
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Figura 4.33 Alineamiento de las proteinas QSOX de plantas. El asterisco indica los aminoacidos idénticos
para las 5 proteinas, los dos puntos indican las sustituciones de aminoacidos equivalentes y el punto indica la
presencia de aminoacidos con caracteristicas similares. En azul se muestra el péptido sefial y el posible dominio
transmembrana. En rojo se muestra la secuencia consenso de los diferentes motivos. Los motivos I, Il y IV son
los motivos redox que presentan 2 cisteinas separadas por 2 aminodcidos. El motivo III representa el sitio de
unién a FAD. M. trunculata (MtrDRAFT_AC144731g6vl), O. sativa (OSINBa0079H23.16) y Z. mays (TEL1).
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La proteina de Arabidopsis homoéloga a AtQSOX, que corresponde al locus
At2g01270, posee la misma estructura de exones e intrones que la isoforma Atlgl5020.1.
Debido a la existencia de 2 proteinas homologas en Arabidopsis de la familia QSOX, se
propuso el nombre de AtQSOI para el locus At2g01270 y AtQSO?2 para el locus Atlgl15020
usando solo 3 letras itdlicas conforme a lo establecido en la comunidad genética de
Arabidopsis (Meinke y Koornneef, 1997), ya que anteriormente se habia nombrado al locus

At2g01270 como AtQSOXI1 y al locus Atlgl15020 como AtQSOX2 (Thorpe et al., 2002).

4.6 Aislamiento y caracterizacion fenotipica de mutantes en el
gen AtQSO1

Debido a que la disminucién o pérdida de expresion de uno de los miembros de la
familia QSOX de Arabidopsis (AtQSO2) produce un fenotipo de sensibilidad a cationes
toxicos (Figuras 4.15 y 4.16), se determiné si la pérdida de funcion del otro miembro de la
familia (4tQSO1I) produciria también un fenotipo similar o por el contrario, el fenotipo es

especifico para los mutantes del gen 4¢1QSO2.

4.6.1 Identificacion de lineas mutantes del gen 41QSO1

Para la obtencion de lineas homocigotas con inserciones de T-DNA en el gen AtQSO1
se utilizo la base de datos SIGnAL, donde se identificaron 2 lineas SALK segregantes (Figura
4.34), a partir de las cuales se realizo el aislamiento de las lineas homocigotas para las

inserciones de T-DNA, mediante PCR diagnoéstica, como se explica en el apartado 3.16.3.

(gso1-1)
SALK_045918
Lbb1
-

SALK_044951
(gso1-2)

Figura 4.34 Posicion relativa de las inserciones de T-DNA en el locus At2g01270. Los triangulos indican la
posicion del T-DNA en el gen identificadas de la base de datos SIGnAL. Las flechas indican la posicion de los
oligonucledtidos utilizados para la PCR diagnostica (LP/RP) y RT-PCR cuantitativa (70£/70r).
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4.6.2 La mutacion del gen ArQSOI presenta diferentes grados de
sensibilidad a cationes toxicos

Una vez aisladas las lineas homocigotas SALK 045918 (gsol-1) y SALK 044951
(gsol-2), se realiz6 un analisis de RT-PCR cuantitativa observandose que los mutantes gso/-1
y gsol-2 expresan el gen AtQSOI aproximadamente 10 y 16 veces menos que el control,

respectivamente (Figura 4.35).

1,2

o
©
I

Niveles de expresion relativa
(At2g01270/ACTS8)
o o
w [<2}

0 I

Col-7 gqsoi-1 qsoi-2

Figura 4.35 Expresion del gen A7QSOI en los alelos mutantes mediante RT-PCR cuantitativa. Los niveles
de expresion del locus At2g01270 se indican en funcion de la expresion en el control silvestre (valor de 1). Las
barras de error representan la desviacion estandar de 3 muestras independientes. Los valores de expresion fueron
normalizados utilizando los valores de Cr del gen ACTS.

A continuacion se procedio a la caracterizacion fenotipica de los mutantes mediante
ensayos de germinacion en medio MS con diferentes cationes a concentraciones toxicas y
tomando el peso fresco de las plantulas en las condiciones anteriores. Las 2 lineas mutantes
presentan un fenotipo similar al control en norespermidina, espermidina y LiCl (Figura
4.36.A), aunque en medio con NaCl el mutante gsol/-2 presenta un menor numero de
plantulas con cotiledones verdes en comparacion con el control. En el anélisis de peso fresco,
el mutante gsol-I no presenta ninguna diferencia en el peso respecto al control en los
diferentes medios empleados, pero el peso fresco del mutante gso/-2 es menor que el del

control en medio con NaCl (Figura 4.36.B).
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Figura 4.36 Porcentaje de cotiledones verdes (A) y peso fresco (B) en los alelos mutantes del gen 4tQS0O1
en medios suplementados con diferentes cationes toxicos. Las semillas se sembraron en medio MS 3%
sacarosa suplementados con 2,4 mM norespermidina, 6 mM espermidina, 18 mM LiCl y en MS 1% sacarosa
suplementado con 120 mM NaCl. Control representa el % de cotiledones verdes presentes en medio MS con 1y
3% de sacarosa. Los datos fueron tomados a los 6 dias. Las barras de error representan la desviacion estandar de
3 experimentos independientes con 3 repeticiones cada uno (n=9). #+ indica que existen diferencias
significativas, entre Col-7 y el alelo mutante, con un nivel de confianza de 99,9 %, mediante una prueba t de
Student. Control silvestre (Col-7).

Como se observa en la figura 4.37, la sensibilidad a NaCl del mutante gsol-2 esta
asociada a un menor tamafio y a una cierta inhibicién del desarrollo de los cotiledones. En
cambio, en el caso de los medios con poliaminas y LiCl, no se observan diferencias

apreciables entre los mutantes y el control.

2,4 mM 6 mM
MS 3% norespermidina espermidina

Col-7 ; 3 A' d\
gsot-1 % 9 }' [\
gsot1-2 a = .t— ‘:

Figura 4.37 Fenotipo de los mutantes gsol-1 y gsol-2 en medios suplementados con diferentes
cationes toxicos. Las fotos fueron tomadas después de 6 dias y muestran una plantula representativa
del fenotipo. La escala corresponde a 2 mm. Control silvestre (Col-7).

18 mM LiCl MS 1% 120 mM NaCl

%&
& 3
o

@

Los mutantes gsol-1 y gsol-2 presentan un desarrollo similar al control silvestre en
ausencia de estrés en medio MS (Figura 4.37) y en invernadero (datos no mostrados). Se

realizaron pruebas en invernadero con los mutantes gsol-1, gsol-2 y el control silvestre
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irrigados con NaCl y LiCl desde el primer dia de la siembra. En el caso del Li’ no se observan
diferencias de germinaciéon y crecimiento (datos no mostrados), aunque si se detecta
claramente en condiciones de estrés por Na' un mayor tamafio de la roseta del control que
posee un epicotilo desarrollado a diferencia del mutante gso/-2 (Figura 4.38). En el caso de
plantas adultas sometidas a un estrés de NaCl y LiCl, no se observaron diferencias con el
control silvestre y en ensayos de acumulacioén de cationes, tampoco se observaron diferencia

s 7 + + s .
en la acumulacion de K y Na' en comparacion con el control silvestre (datos no mostrados).

Col-7 gso1-2

|

Control

0 mM NaCl —

Figura 4.38 Crecimiento del mutante gsol-2 en condiciones de estrés por NaCl. Las macetas
fueron irrigadas 2 veces por semana con solucion nutritiva (Control) y solucion nutritiva
suplementada con 50 mM NaCl. Las fotos fueron tomadas después de 25 dias. La escala
corresponde a 2 cm. Control silvestre (Col-7).

4.7 Analisis de la expresion de los genes At1QS01 y AtQSO2

4.7.1 Expresion de los genes AtQS0O1 y AtQS02 en diferentes tejidos

Para determinar el patrén de expresion de los genes de la familia QSOX de 4. thaliana
se realizdo una RT-PCR cuantitativa de las diferentes partes de la planta (flor, hoja caulinar,
hoja adulta, raiz y tallo floral) usando un par de cebadores especificos para cada gen (Anexo
1). Se puede observar en la figura 4.39 que tanto AtQSOI como AtQSO?2 presentan un nivel
muy bajo de expresion en todos los tejidos, a excepcion de la raiz, que presenta un nivel alto

de expresion.

Utilizando la base de datos de expresion de genes GENEVESTIGATOR

(https://www.genevestigator.ethz.ch/at/index.php) se observa que la expresion del gen

AtQSO1 es similar en raices, tallos y hojas adultas, siendo un poco mayor en hojas caulinares
y menor en flores, pero la expresion del gen ArQSO2 es similar en flores, tallos hojas

caulinares y adultas siendo solo mayor en raices (Figura 4.40).
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Niveles de expresion relativos

(gen/ACTS8)
0 2 4 6 8

Tallo floral
Raiz
Hoja caulinar
Hoja adulta
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Flor mAtQSO1

Figura 4.39 Expresion del los genes de la familia QSOX en diferentes partes de
planta adulta mediante RT-PCR cuantitativa. Las barras de error representan la
desviacion estandar de 3 muestras independientes. Los valores de expresion fueron
normalizados utilizando los valores de Cr del gen ACTS (actina).
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Figura 4.40 Niveles de expresion de los miembros de la familia QSOX en diferentes tejidos. Los valores de
expresion se obtuvieron a través de la base de datos GENEVESTIGATOR (https://www.genevestigator.ethz.ch/)

utilizando los resultados provenientes de los arrays ATH1 GeneChip® de 22k. Los datos experimentales
proceden de diversas fuentes como son AtGenExpress, NASCarrays, GEO, ArraysExpress, Gruissem laboratory,
TAIR y Functional Genomics Center Zurich. Los circulos negros indican los tejidos empleados en el analisis de
RT-PCR cuantitativa. Las flechas en rojo indican los valores de expresion de los tejidos seleccionados para los

genes AtQSO1 y AtQSO?2 en unidades arbitrarias
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4.7.2 Expresion de los genes AtQSO1 y AtQS0O2 en condiciones de estrés

Plantas silvestres fueron sometidas a diferentes tratamientos para determinar el nivel
de expresion de los genes AtQSO1 y AtQSO2. Los tratamientos consistieron en someter a las
plantas a ABA, peroxido de hidrégeno, manitol, norespermidina y ayuno de potasio durante 4
y 8 horas. Posteriormente se extrajo el RNA y se realizo un analisis “Northern Blot”, llevando
como control interno el gen de la B-tubulina. En este experimento no se observaron
diferencias en la expresion del gen AtQSO2 en ningln tratamiento comparado al control sin

tratamiento (datos no mostrados).

Posteriormente se realizd un nuevo experimento con plantas silvestres tratadas con
ABA, peroxido de hidrégeno, NaCl, LiCl, norespermidina y ayuno de potasio durante 16
horas. El andlisis de la expresion de los genes AtQSO1 y AtQSO?2 se realizé mediante una RT-
PCR cuantitativa, los datos se muestran en la figura 4.41.

Niveles de expresion relativos
(tratamiento/no tratamiento)

0 1 2 3 4 5
Control
LiCl -
H202 i
NaCl
ABA
Norespermidina O AtQSO2
Medio sin K+ _q_'—H L Atc‘?SO1

Figura 4.41 Expresion del los genes de la familia QSOX en plantulas sometidas a diferentes tratamientos
mediante RT-PCR cuantitativa. Las plantulas fueron tratadas con 25 mM LiCl, 10 mM H,0,, 120 mM NacCl,
10 uM ABA, 2,8 mM norespermidina y medio sin K™ durante 16 horas. Los niveles de expresion de los genes
AtQSO1 y AtQSO2 se expresan en funcion de la expresion en medio MS sin tratamiento (Control, valor de 1).
Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 muestras independientes. Los valores de expresion
fueron normalizados utilizando los valores de Ct del gen ACT$ (actina).

En los datos de la RT-PCR cuantitativa se observa un incremento de aproximadamente
4, 3 y 2 veces en la cantidad de mRNA del gen AtQSO1, respecto al control sin tratamiento,
cuando las plantas son tratadas con LiCl, peroxido de hidrégeno y NaCl, respectivamente.
También se detecta un incremento de 2 veces en la cantidad de mRNA del gen ArQSO2
cuando las plantas son sometidas a un ayuno de potasio. Finalmente se observa una
disminucién de mRNA de los genes AtQSO1 y AtQSO2 cuando son sometidos a ayuno de

potasio y perdxido de hidrogeno, respectivamente.
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Los resultados anteriores se compararon con los datos de expresion obtenidos a través
de la base de datos GENEVESTIGATOR. Utilizando estos datos se observa que el tratamiento
con ABA y peroxido de hidrogeno produce una disminucion en la cantidad de mRNA de
AtQSO1 (Figura 4.42), mientras que un tratamiento de estrés oxidativo, estrés osmatico o
estrés salino no produce cambios significativos en la expresion de 41QSO1 (Anexo 2). En el
caso de AtQSO2, se observa una disminucién en la cantidad de mRNA después de un
tratamiento con ABA y un aumento de la cantidad de mRNA después de un tratamiento con
peroxido de hidrégeno (Figura 4.43), mientras que los estreses oxidativo, osmotico o salino

no producen cambios significativos en la expresion de 41QSO2 (Anexo 3).

Zof (- 265739_ab IAT2601270 Linear 2B5739_at IAT2G01270 Linear 2

St 5 Std- E
Treatment Mean 5300 650 o Ratio o 650 5300 Mean

Chips Eppe - i O A N b | = ¢ Ch;:)fs Eentxal
Chemical: cycloheximide (+1 2 1060 32 i Y 30 2244 2 Chemical cycloheximide (-1
Hormone: BL § H3BO3 (+) E 1771 E6 I ] m [ 142 2442 2 Hormone: BL S H3BO3 (-)
Hormone: salicylic acid (+) 2 1728 55 ] [ ] 30 2244 2 Hormone: salicylic scid (-)
Mutrient: glucose_2-4-6h 7l g7 53 s ] m (i ] 76 2346 3 Nutrient: no_glucozemannitol
Chemical: iauprafen (+) 2 1817 82 H m [ ] 30 2244 2 Chemical ibuprofen (-)
Chemical: ozaone_1 3 232 139 H—— m E— 105 2585 3 Chemical: ozone_contral_1
Sfress cold_1 12 2236 55 E— m [ 55 2721 12 Stress: control
Chemical: hydrogen peroxide (+) 3 1528 42 [ m e 35 1844 3 Chemical hydrogen peroxide (-)
Mutriert: Mitrate_low 32323 17 HE [ 440 2754 3 hutrient: Mitrate_cortrol
Light quality: blue B 2703 849 e ] 4 3 227 322 6 Light quality: dark
Chemical: AgNO3 (+) 2 1876 93 . ] 30 2244 2 Chemical AgNOZ(-)
Chemical: uniconazole (+) g a0 s [ ] m [ 30 2244 2 Chemical uniconazole (-)
Hormone: AR (+) 4 1688 121 I ] m I 112 1983 4  Hormone: ABA(-)
Biotic: B. cinerea (+) E 1584 156 HIEE e 86 2183 6  Bictic: B. cinerea (-)
Mutriert: S deprivation E 2664 119 i ] [ 111 2304 6 Mutrient: S control
Stress: cold_2 3 374 428 Ho m | ] B0 2387 3 Stress: cold_control_2
Chemical: syringolin (+) 3 4847 453 m [ ] 97 2335 3 Chemical syringalin (-)

Figura 4.42 Niveles de expresion del gen 470SO1 en diferentes tratamientos. Los valores de expresion se
obtuvieron a través de la base de datos GENEVESTIGATOR (https://www.genevestigator.ethz.ch/) utilizando
los resultados provenientes de los arrays ATHI1 GeneChip® de 22k. Los datos experimentales proceden de
diversas fuentes como son AtGenExpress, NASCarrays, GEO, ArraysExpress, Gruissem laboratory, TAIR y
Functional Genomics Center Zurich. En verde y en rojo se muestran los valores cuyos tratamientos producen una
disminucién o aumento, respectivamente, en los niveles de expresion de 41QSO1 en unidades arbitrarias.

La ciclohexamida, el 4cido boérico y el &cido salicilico producen la mayor disminucion
de la cantidad de mRNA de A¢QSOI, asi como la aplicacién de siringolina, estrés por frio
(cold 2) y el ayuno de azufre producen el mayor aumento de la cantidad de mRNA de
AtQSO1 (Figura 4.42). Con respecto a AtQSO2, se observa la mayor disminucion de la
cantidad de mRNA en plantas sometidas a estrés por frio (cold 1y cold 3), ciclohexamida y
glucosa; ademas de un ligero aumento en la cantidad de mRNA de AtQSO2 en plantas

tratadas con norfluorazona y Myzus persicae (Figura 4.43).
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Figura 4.43 Niveles de expresion del gen 41QS0O2 en diferentes tratamientos. Los valores de expresion se
obtuvieron a través de la base de datos GENEVESTIGATOR (https://www.genevestigator.ethz.ch/) utilizando
los resultados provenientes de los arrays ATH1 GeneChip® de 22k. Los datos experimentales proceden de
diversas fuentes como son AtGenExpress, NASCarrays, GEO, ArraysExpress, Gruissem laboratory, TAIR y
Functional Genomics Center Zurich. En verde y en rojo se muestran los valores cuyos tratamientos producen una
disminucién o aumento, respectivamente, en los niveles de expresion de 4¢QSO?2 en unidades arbitrarias.

Las diferencias existentes entre los valores de expresion de los genes AtQSOI y
AtQSO?2 en la base de datos GENEVESTIGATOR vy los resultados obtenidos en esta tesis son
posiblemente debido a las diferentes condiciones de los experimentos. Mientras en los
experimentos explicados anteriormente se crecieron las plantas en medio liquido durante 10
dias para luego ser transplantadas a nuevos medio con las condiciones indicadas durante 16
horas, en los experimentos compilados en la base de datos GENEVESTIGATOR las

condiciones son mas variables y se presentan en el Anexo 4.
4.8 Caracterizacion funcional de la proteina AtQSO2

Una vez determinado que el fenotipo de resistencia a cationes toxicos del mutante
parl-1D es debido a la sobreexpresion del gen 4tQSO2, se procedio a la caracterizacion de la
proteina AtQSO2. En primer lugar se estudid la localizacion celular de AtQSO2, que, como
se comento anteriormente, presenta un péptido seial que lo localiza en la via de secrecion
celular. Por otro lado, se comprobd la actividad sulfifril oxidasa de la proteina, ya que
previamente se determind, por homologia de secuencia proteica, que AtQSO2 pertenece a la

familia de las quiescina sulfidril oxidasas, pero no se habia comprobado su actividad
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enzimatica como tal. Finalmente se procedio a averiguar si AtQSO2 regula o interacciona con
el canal de potasio AKT1, con la bomba de protones AHA o con el canal de potasio SKOR,

buscando asi un posible mecanismo de accion de AtQSO2 en la tolerancia a cationes toxicos.

4.8.1 La proteina AtQSQO?2 se ubica en la matriz extracelular

El primer paso consistio en determinar si la proteina AtQSO2 expresada en levaduras
es soluble o esta asociada a membranas celulares, para lo cual se obtuvo un extracto crudo de
proteinas de un cultivo de S. cerevisiae sobreexpresando la construccion pCM262QS02, este
extracto fue dividido en fraccion soluble (proteinas citoplasmaticas y periplasmaticas) y
fraccion insoluble (proteinas asociadas a membranas celulares). A continuacion las proteinas
son separadas segin su peso molecular en un gel SDS-PAGE en condiciones
desnaturalizantes. Finalmente se detectd la presencia de la proteina AtQSO2 mediante un
analisis “Western Blot” usando un anticuerpo especifico para el epitopo HA que esta
fusionado al extremo C-terminal de la proteina recombinate AtQSO2. El resultado de este
analisis nos indica que la proteina AtQSO2 se ubica unicamente en la fraccion soluble,
correspondiente a proteinas citoplasmaticas y de la matriz extracelular, de S. cerevisiae
(Figura 4.44.A). La localizacion de la proteina AtQSO2 en la fraccion soluble y la presencia
de un péptido sefial para la ruta de secrecion nos induce a pensar que es muy probable que la
proteina AtQSO2 se ubique en la matriz extracelular de S. cerevisiae. Para demostrar esta
hipotesis se separaron las proteinas extracelulares (periplasmaticas), que representan el 5% de
proteina total e intracelulares (citoplasmadticas y asociadas a membranas celulares), que
representan el 95% de proteina total empleando la enzima zimoliasa (esta enzima elimina la
pared celular de levaduras permitiendo la liberacion de las proteinas ubicadas en el
periplasma) y se observd que la intensidad de la banda de AtQSO2 en la fraccion extracelular
es 8 veces mayor que la fraccion intracelular (empleando el programa UVIgelstartMw), por lo

que el 30% de la proteina AtQSO?2 se ubica en la fraccion extracelular (Figura 4.44.B).
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Figura 4.44 “Western Blot” de proteinas de . cerevisiae sobreexpresando el gen A1QSO2 empleando un
anticuerpo anti-HA. A) Proteinas solubles (proteinas citoplasmaticas y de la matriz extracelular) e
insolubles (proteinas asociadas a membranas celulares) Se cargaron 5 pg de proteinas solubles y 40 pg de
proteinas insolubles El control de carga del gel corresponde a la tincién de proteinas totales con el colorante
Ponceau (PonS). A la izquierda se muestra el peso molecular en kilodaltons (kDa). B) Proteinas extracelulares
(matriz extracelular) e intracelulares (citoplasmaticas y asociadas a membranas celulares). Se cargaron 10
ng de proteinas en cada carril. Se tiene como control de proteina intracelular a Hal2.

Para demostrar la presencia de AtQSO2 en la matriz extracelular de plantas, se realizo
la expresion transitoria, bajo el control del promotor 35S, de la proteina AtQSO2 fusionada en
el extremo C-terminal a la proteina GFP. Los resultados de la expresion transitoria de
AtQSO2 en N. benthamiana mostraron que AtQSO2 se ubica en la periferia de las células
(Figura 4.45.A), pero no nos permite distinguir claramente si AtQSO2 esta ubicado en la
membrana plasmatica, en la pared celular/matriz extracelular o en ambas. Para ello se llevo a
cabo la plasmdlisis de las celulas epiteliales de N. benthamiana con manitol, que provoca la
contraccion de los protoplastos, permitiendo distinguir entre membrana plasmatica y pared
celular. En estas condiciones, la mayor parte de la proteina AtQSO2 se ubica en la matriz
extracelular, mientras que se detecta poca sefal de GFP en la membrana plasmatica del
protoplasto (Figura 4.45.B). Finalmente para comprobar la presencia de la proteina en la
matriz extracelular se procedi6 a realizar un andlisis “Western Blot” de una parte de la hoja
que presentaba expresion de AtQSO2 fusionado a GFP, empleando un anticuerpo anti-GFP y
se observa que la proteina se ubica en la fraccion soluble (Figura 4.45.C), resultado

comparable al obtenido en §. cerevisiae.
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_ AtQSO2-GFP

Figura 4.45 A) Célula epidérmica de N. benthamiana expresando la construccion AtQS0O2-GFP. La imagen
de la izquierda corresponde a una imagen de fluorescencia, donde el color verde corresponde a la localizacion de
AtQSO2-GFP. La imagen de la derecha corresponde a la misma regioén en campo claro. La escala corresponde a
20 uM. B) Detalle de una célula epidérmica plasmolizada de N. benthamiana expresando la construccion
AtQSO02:GFP. La imagen de la izquierda corresponde a una imagen de fluorescencia, donde el color verde
corresponde a la localizacion de la expresion de la construccion AtQSO2-GFP. La imagen de la derecha
corresponde a la misma region en campo claro donde las flechas indican la posicion de la membrana plasmatica
(mp). La escala corresponde a 20 pM. C) “Western Blot” de proteinas solubles e insolubles de .
benthamiana expresando la construccion 4tQS0O2-GFP. Se cargaron 4 pg de proteinas solubles y 30 pg de
proteinas insolubles A la izquierda se muestra el peso molecular en kilodaltons (kDa).

4.8.2 La proteina AtQSO?2 presenta actividad sulfidril oxidasa

Para comprobar la actividad de la proteina AtQSO2 se expresd la construccion
pCM262QS0O2 en §. cerevisiae y se purifico mediante un sistema de cromatografia de
afinidad con resina de agarosa His-Bind (Figura 4.46.A). La actividad sulfidril oxidasa de la
proteina AtQSO2 se determin6é empleando una serie de compuestos que presentaban uno o
dos grupos sulfidrilo (-SH) como 2-mercaptoetanol (ME), glutation (GSH), ditiotreitol (DTT)
y ditioeritritol (DTE). El resultado de la actividad sulfidril oxidasa empleando monotioles
como sustrato (ME y GSH) muestra una actividad molar’ muy baja (entre 0,1 y 1 min™), pero
la actividad molar empleando ditioles (DTT y DTE) presenta valores de 7,34 y 6,76
respectivamente (Figura 4.46.B). Estos resultados se obtuvieron a un pH de 7,5 (que es el pH
citoplasmatico), pero al ser AtQSO2 una proteina extracelular se comprobd su actividad a un
pH de entre 5,5 y 6,5, rango donde se encuentra el pH apoplastico (Gao et al., 2004), y se

observoé una actividad del 40-60% respecto a la actividad a un pH de 7,5.

> También conocido como nimero de recambio, se define como la cantidad de sustrato transformado en
unidad de tiempo por una cantidad dada de enzima.
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Figura 4.46 A) SDS-PAGE de la proteina AtQSO2 recombinante expresada en S. cerevisae y purificada
mediante una columna de cromatografia de afinidad con Ni’*". La visualizacién de la proteina se hizo
mediante una tincion con el colorante Coomassie. El patron de masa molecular (M) esta indicado en kilodaltons
(kDa). B) Actividad molar de la proteina recombinante AtQSO2 empleando diferentes sustratos. Las
barras de error representan la desviacion estdndar de 3 experimentos independientes con 3 repeticiones cada uno
(n=9). DTT (ditiotreitol), DTE (ditioeritritol), GSH (glutation) y ME (2-mercaptoetanol).

4.8.3 La proteina AtQSO2 no regula la expresion y/o actividad de la
bomba H'-ATPasa de membrana plasmatica

Como hemos visto anteriormente, el principal fenotipo del mutante pari-1D (aumento
de la expresion de A1QSO?2) es la menor acumulacion de cationes toxicos, en contraste con el
mutante parl-2 (disminucién de la expresion de ArQSO2) que acumula mayor cantidad de
estos cationes que el control silvestre. Estos fenotipos se podrian explicar por una variacion
en la abundancia y/o actividad de la bomba H'-ATPasa de la raiz, lo que provocaria una
variacion del potencial de membrana que a su vez influye en la mayor o menor toma de

cationes toxicos, como se ha demostrado en el caso de S. cerevisiae (Mulet et al., 1999).

Para comprobar si AtQSO2 afecta a la abundancia de H'-ATPasa de membrana se
realizd un analisis “Western Blot” utilizando un anticuerpo para la proteina AHA de raiz. Los
resultados no muestran diferencias en la cantidad de la proteina AHA ni en el mutante pari-2
ni en el mutante parl-1D comparado con el Col-7 (Figura 4.47.A). Una vez comprobado que
AtQSO2 no regula la expresion de AHA se plante6 que podria regular su actividad, por lo
tanto se midio la actividad H'-ATPasa del control silvestre y los mutantes paril-2 y parl-1D
in vitro, utilizando como sustrato ATP. Pero en este caso tampoco se obtuvieron diferencias

entre los mutantes y el control (Figura 4.47.B).
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Figura 4.47 A) “Western Blot” de proteinas insolubles de raiz en el control silvestre (Col-7) y en los
mutantes con ganancia (parI-1D) y disminucion (parl-2) de expresion del gen AtQS0O2 empleando un
anticuerpo anti-AHA. Se cargaron 20 ug de proteinas insolubles El control de carga del gel corresponde a la
tincion de proteinas totales con el colorante Ponceau (PonS). A la izquierda se muestra la masa molecular
aproximada en kilodaltons (kDa). B) Medida de la actividad de la H-ATPasa en el control silvestre y los
mutantes parl-1D y parl-2. Los valores estan expresados en nanomoles (nmol) de fosforo inorganico (Pi) por
minuto (min) y por pug de proteina. Las barras de error representan la desviacion estandar de 2 experimentos
independientes con 3 repeticiones cada uno (n=6).

4.8.4 La proteina AtQSO2 no regula la expresion y/o funcion del canal de
K" AKT1 de membrana plasmatica

Otra posibilidad es que AtQSO2 regule la cantidad y/o actividad del canal de K"
AKT1, que es el principal sistema para la toma de K" a través de la raiz (Hirsch ef al., 1998),
ya que uno de los fenotipos del mutante parI-1D es la mayor acumulacion de K, en contraste

con el mutante parl-2 que acumula menor cantidad de K* que el control silvestre.

En el analisis “Western Blot” (Figura 4.48) no se aprecia diferencia en la expresion de
la proteina AKT1 entre el control silvestre y los mutantes parl-1D y pari-2, lo que parece

indicar que AtQSO2 no influye en la abundancia de AKT]I.
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~96 kDa - AKT1

PonS

Figura 4.48 “Western Blot” de proteinas insolubles de raiz en el control silvestre (Col-7) y en los mutantes
con ganancia (parI-1D) y disminucion (parI-2) de expresion del gen A1QSO2 empleando un anticuerpo
anti-AKT1. Se cargaron 20 pg de proteinas insolubles El control de carga del gel corresponde a la tincion de
proteinas totales con el colorante Ponceau (PonS). A la izquierda se muestra la masa molecular aproximada en
kilodaltons (kDa).
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Como AKTI puede complementar la funcion de Trkl,2 en un mutante k7,2 de S.
cerevisiae (Sentenac et al., 1992), se procedi6 a coexpresar el gen AKT1 y el gen AtQSO2 en
una mutante trkl,2 (ver apartado 3.19) y se observo el fenotipo mediante ensayos de goteo en
diferentes medios. En la figura 4.49 se comprueba (como se habia demostrado previamente)
que al expresar AKT1 en el fondo trkl,2 se recupera el fenotipo de la cepa silvestre, cosa que
no ocurre al expresar 4AtQSO2. Sin embargo la coexpresion de AKT1 y AtQSO2 no produce un
aumento de la resistencia a cationes toxicos en comparacion con la expresion de AKTI de

forma individual (Figura 4.49).

2mM 1 mM 0,1 ugiml
norespermidina  espermina 0.2MLiCI 0,8 M NaCl higromicina

wi

AKT1

Q502
AKT1QS02

trk1,2

irk1,2 AKT1

trk1,2 QSO2
trk1,2 AKT1QS02

Figura 4.49 Ensayo de goteo de la sobreexpresion del gen AKTI y AtQSO2 en el mutante trkl,2 y en el
control (wt). Se utilizaron 3 diluciones: 1/10, 1/100 y 1/1000. Las fotos se tomaron a los 2 dias. Como medio
control se empleo un medio rico de crecimiento (YPD).

Finalmente para comprobar in vivo si el fenotipo producido por la sobreexpresion de
AtQSO?2 se debe a la regulacion de AKTI1, se sobreexpreséd el gen ArQSO2 en el mutante
akt1-1, pero las lineas transgénicas analizadas presentan un fenotipo de tolerancia a cationes

toxicos similar a la sobreexpresion de 4tQSO?2 en plantas silvestres (Figura 4.50.A y 4.50.B)

4.8.5 El gen SKOR no es epistatico respecto al gen AtQS02

Una posibilidad interesante es que AtQSO2 regule la actividad del canal de K™ SKOR,
que se encarga de la carga de K" en el xilema (Gaymard ez al., 1998). Esta hipétesis se basa
en que un aumento de la actividad de SKOR provocaria un incremento de la concentracion de
K" en el xilema y la parte aérea, a la vez se produciria una mayor polarizacion de la

membrana que dificultaria la salida de cationes de las células que rodean el xilema y por
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consiguiente una disminucion en la cantidad de cationes toxicos cargados en el xilema. Dado
que las lineas con un aumento de la expresion de 4tQSO2 (parl-1D, linea 1.2 y linea 1.10)
presentan un mayor contenido de K y una menor concentracion de cationes toxicos en el
xilema y la parte aérea comparado con el control silvestre (Figuras 4.24, 4.25, y 4.29) y el
mutante parl-2 (menor expresion de AtQSO2) presenta un menor contenido de K™ y una
mayor concentraciéon de cationes toxicos en el xilema y la parte aérea comparado con el
control silvestre (Figuras 4.24 y 4.25), parece necesario comprobar la veracidad de la

hipoétesis planteada.
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Figura 4.50 A) Porcentaje de cotiledones verdes en el mutante akzI-1 y en las lineas transgénicas 1
y 3 en medios suplementados con diferentes cationes toxicos. Las semillas se sembraron en medio
MS 3% sacarosa suplementados con 2,8 mM norespermidina, 7 mM espermidina y 20 mM LiCl, y en
MS 1% sacarosa suplementado con 140 mM NaCl. Los datos fueron tomados a los 6 dias. Control
representa el % de cotiledones verdes presentes en medio MS con 1 y 3% de sacarosa. Las barras de
error representan la desviacion estandar de 3 experimentos independientes (n=3). # y ** indican que
existen diferencias significativas, entre Ws y las demas lineas, con un nivel de confianza de 99,5 y 99,9
% respectivamente, mediante una prueba t de Student. B) Fenotipo del mutante akzI-1 y la linea
transgénica 3 en medios suplementados con diferentes cationes téxicos. Las fotos fueron tomadas
después de 6 dias y muestran una plantula representativa del fenotipo. La escala corresponde a 2 mm.
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El primer paso fue determinar si el mutante skor/-2 presentaba algin fenotipo de
sensibilidad a cationes toxicos. Para ello se realizd un ensayo de presencia de cotiledones
verdes y se observo que el mutante skor/-2 es mas sensible a cationes toxicos y bajo K que
el control silvestre y el mutante pari-2 (Figura 4.51). Estos resultados nos indujeron a pensar
que la carga de K en el xilema es un paso importante en la tolerancia a cationes toxicos y que
AtQSO2 debia regular esta carga de K’ en el xilema a través de un canal o transportador, en

este caso SKOR.
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Figura 4.51 Porcentaje de cotiledones verdes en los mutantes parI-2 y skorI-2 en medios suplementados
con diferentes cationes toxicos. Las semillas se sembraron en medio MS 3% sacarosa suplementados con 2,4
mM norespermidina, 6 mM espermidina y 18 mM LiCl, en MS 1% sacarosa suplementado con 120 mM NaCl y
medio 1% sacarosa sin K* suplementado con 10 uM de KCI. Los datos fueron tomados a los 6 dias. Control
representa el % de cotiledones verdes presentes en medio MS con 1 y 3% de sacarosa. Las barras de error
representan la desviacion estandar de 3 experimentos independientes (n=3). Las columnas con diferentes letras
muestran diferencia significativa con un nivel de confianza del 99,5% empleando una prueba de Tukey.

Para comprobar esta hipotesis se construyeron plantas transgénicas sobreexpresando el
gen AtQSO2 en un mutante skorl-2. Estas lineas transgénicas presentaban una mayor
tolerancia a cationes toxicos y bajo K' que el mutante skorl-2, aunque el fenotipo de
tolerancia de estas lineas era de la misma magnitud que el mutante par/-2, excepto en el caso
del medio con bajo K donde el fenotipo de las plantas transgénicas sobreexpresando 41QSO2

fue de un mayor crecimiento que el control silvestre (Figura 4.52.A y 4.52.B).
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Figura 4.52 A) Porcentaje de cotiledones verdes en los mutantes parl-2, skorl-2 y en las lineas transgénica
12 y 15 en medios suplementados con diferentes cationes téxicos. Las semillas se sembraron en medio MS
3% sacarosa suplementados con 2,4 mM norespermidina, 6 mM espermidina, 18 mM LiCl, en MS 1% sacarosa
suplementado con 120 mM NaCl y medio 1% sacarosa sin K~ suplementado con 10 uM de KCI. Los datos
fueron tomados a los 6 dias. Control representa el % de cotiledones verdes presentes en medio MS con 1 y 3%
de sacarosa. Las barras de error representan la desviacion estandar de 3 experimentos independientes (n=3). Las
columnas con diferentes letras muestran diferencia significativa con un nivel de confianza del 99,5% empleando
una prueba de Tukey. B) Fenotipo de los mutantes parl-2, skorl-2 y la linea transgénica 12 en medios
suplementados con diferentes cationes toxicos. Las fotos fueron tomadas después de 6 dias y muestran una
plantula representativa del fenotipo. La escala corresponde a 2 mm. Control silvestre (Col-7)

172



Discusion

173






Discusion

5.1 Busqueda y aislamiento de mutantes resistentes a
norespermidina

Anteriormente se habian realizado trabajos empleando altas cantidades de NaCl en
busqueda de mutantes tolerantes a la salinidad, pero los mutantes obtenidos eran resistentes al
efecto osmético que produce el NaCl y no al efecto toxico del ion Na' per se. Debido a este
problema los mutantes resistentes a NaCl presentaban mutaciones en genes implicados en la
sintesis y percepcion de ABA (Quesada et al., 2000, Gonzéalez-Guzman et al., 2002, Ruggiero
et al., 2004), hormona inducida en condiciones de estrés osmoético (Wilkinson y Davies,
2002). En este trabajo se demuestra que es posible usar un polication téxico a bajas
concentraciones (norespermidina) para obtener mutantes tolerantes a cationes toxicos, sin el

problema de un efecto osmotico subyacente.

Las condiciones empleadas en el rastreo primario y secundario (concentracion de
norespermidina, tiempo de crecimiento y estado de la plantula) pueden considerarse
adecuadas, ya que de aproximadamente 165000 semillas, se escogieron como posibles
individuos resistentes el 0,13%, un porcentaje de individuos manejable para posteriores
andlisis. Finalmente, de los posibles individuos resistentes se confirmaron como resistentes a

norespermidina el 3,8% (Tabla VII).

Tabla VII. Resultados del rastreo de la coleccion de semillas marcadas con el activador
transcripcional. Posibles individuos resistentes (poblacion S;), individuos resistentes (poblacion S,).

. L. Lineas Semillas . PO.SI.b les Individuos
Ecotipo Mutagénesis . . individuos .
analizadas analizadas . resistentes
resistentes
Columbia T-DNA con
activador 16398 164000 210 8
(Col-7) .
transcripcional

Los 8 mutantes obtenidos del rastreo presentaron diferentes grados de tolerancia a
norespermidina (Figura 4.2), pero para posteriores analisis era importante elegir un candidato
que tuviera una alta tolerancia a norespermidina y que presentara el T-DNA en su genoma. El
hecho de tener en cuenta la presencia o no del T-DNA en los individuos es importante ya que,
en el caso de que exista correlacion entre el fenotipo de resistencia a norespermidina y la
presencia de T-DNA, se puede emplear la técnica del rescate plasmidico o TAIL PCR para
ubicar la posicion del T-DNA en el genoma; pero, si un mutante tiene fenotipo de resistencia
a norespermidina y no presenta el T-DNA, la ubicacién de la mutacion se realiza mediante un

mapeo cromosomico que es un proceso largo y laborioso.
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Teniendo en cuenta los argumentos anteriores se escogid el mutante 21341-1. Los
otros 3 mutantes resistentes a norespermidina y que presentan el T-DNA en su genoma:
23108, 21365-2 y 21370-2 (Figura 4.4) no fueron considerados en este trabajo, ya que el
mutante 23108 fue analizado en un trabajo de Fin de Carrera (Ezquer, 2005) y los otros dos

presentaban un fenotipo de tolerancia a cationes muy variable (datos no mostrados).

Tras comprobar que el mutante 21341-1 presenta una mutacion dominante que segrega
como un unico locus, este mutante se denominé parI-1D (polyamine resistant 1), segun la
nomenclatura propuesta por Meinke y Koornneef (1997). Posteriormente, se llevo a cabo el
rescate plasmidico y se localizo la insercion de T-DNA en la region 5’UTR del locus

Atlg15030.

Finalmente, el andlisis “Southern Blot” mostr6 la presencia de 2 bandas en 60
individuos de la generacion F; resistentes a norespermidina (Figura 4.6.A) y con el rescate
plasmidico se obtuvo un pldsmido que correspondia solo a T-DNA (pldsmido que se genera
cuando existen dos T-DNA contiguos). Pero al observar los tamafios de las bandas del
“Southern Blot” se comprobd que no correspondian con los tamafios esperados si ocurriera
una integracion en tandem de dos T-DNA completos. Por lo que se puede concluir que pari-
1D presenta una integracion compleja de T-DNA que cosegrega con el fenotipo de resistencia

a norespermidina.

5.2 parl-1D es un mutante de ganancia de funcion del locus
Atl1g15020

Después de ubicar el sitio de integracion del T-DNA en el genoma del mutante
parl-1D fue necesario hacer una comprobacion de los niveles de expresion de los loci
adyacentes a la insercion, ya que pueden existir mutantes de lineas marcadas con el activador
trascripcional que tengan ganancia (Sun et al., 2003, Xu et al., 2005, Koch et al., 2006) o
pérdida (Gonzalez-Guzman et al., 2002) de funcion de un gen adyacente a la insercion de

T-DNA.

La eleccion de los /oci a analizar se hizo teniendo en cuenta la distancia méxima a la
cual las 4 copias del 35s pueden producir la sobreexpresion de un gen. Segun Weigel et al.
(2000), esta distancia es de 5 kb, por lo cual se eligieron los loci At1g15020 y Atlg15030; los
loci Atlgl5010 y Atlgl5040 no se eligieron porque se encuentran a una distancia minima

aproximada de 6 kb (considerando, como minimo, las 5 kb de la integraciéon compleja de
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T-DNA) (Figura 4.5.C). Asi se observd que el mutante par/-1D tiene una disminucion de la
expresion del locus Atlgl5030 y un aumento de la expresion del locus Atlgl5020. El
siguiente paso fue realizar un ensayo con la sobreexpresion de Atlgl5020 y la pérdida de
funcion de Atlgl5030 para observar cual de los dos presentaba el fenotipo de tolerancia a
norespermidina, reproduciéndose el fenotipo solo con la sobreexpresion de Atlgl5020
(Figura 4.7.C). Este locus estaba anotado como ATQOSOXI perteneciente a la familia PDIL
(proteinas similares a una disulfuro isomerasa) que son moléculas chaperonas que contienen
un dominio tioredoxina (TRX) y participan en la formacion de enlaces disulfuro durante el
plegamiento de proteinas (Houston et al., 2005). Pero en este trabajo se ha preferido mantener
el primer nombre con que aparecio6 en la primera publicacion donde fue mencionado (Thorpe
et al., 2002) aunque utilizando solo 3 letras en su nombre, asi que este gen fue denominado
AtOSO2. Este gen pertenece a la familia de las sulfidril oxidasas QSOX cuya principal

funcién es generar puentes disulfuro

5.3 El gen AtQS02 codifica una proteina de la familia QSOX con
actividad sulfidril oxidasa

Mediante un analisis de dominios de la proteina codificada por el gen AtQSO2 se
determin6d que la proteina pertenece a la familia QSOX (Thorpe et al., 2002, Coppock y
Thorpe, 2006). Esta familia se encuentra en los metazoos, plantas superiores y protozoos,
pero no se encuentra en hongos (Coopock y Thorpe, 2006). En hongos solo se conocen
proteinas de la familia ERVI/ALR que son homologas al dominio C-terminal de la familia
QSOX (Coopock et al., 1998). Basandose en estudios de las proteinas QSOX de humanos, se
ha propuesto que estas proteinas estarian involucradas en la elaboracion de la matriz
extracelular y en la regulacion del estado redox (Hoober y Thorpe, 1999, Coppock et al.,
2000), asi como en el plegamiento de proteinas (Thorpe et al., 2002). El estudio de esta
familia se ha centrado exclusivamente en mamiferos y aves, donde solo se ha podido
demostrar su localizacion en diferentes tejidos y su actividad sulfidril oxidasa, pero atin no se
ha determinado su funcién especifica (Coppock y Thorpe, 2006). En humanos, solo se ha
visto que la pérdida o ganancia de expresion de HsQSOX?2 confiere resistencia o sensibilidad,

respectivamente, a la muerte celular inducida por interferon gamma (Wittke ez al., 2003).

En plantas no se ha realizado ningun estudio de las proteinas QSOX, aunque se conoce
su presencia por analisis de bases de datos (Thorpe et al., 2002). Asi tenemos que dos

proteinas en Arabidopsis estan anotadas como miembros de esta familia pero no se ha
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realizado hasta ahora ninguna aproximacion genética (caracterizacion fenotipica de mutantes
en estos genes) o funcional (comprobar actividad sulfidril oxidasa y/o funcién celular). Solo
se ha descubierto en Arabidopsis una proteina de la familia ERV1/ALR llamada AtErvl
ubicada en mitocondria, que estaria implicada en la maquinaria de ensamblaje de proteinas
ferrosulfurosas (Levitan ef al., 2004). En este trabajo se ha comprobado la presencia de 2
miembros de la familia QSOX en Arabidopsis, se ha clonado el gen ArQSOX2 y se ha
demostrado, por primera vez, la actividad sulfidril oxidasa de una proteina QSOX de plantas,
asimismo se ha determinado su localizacion en los diferentes 6rganos de la planta y a nivel

celular.

La actividad sulfidril oxidasa de esta proteina se midi6 usando mono y ditioles como
sustratos, observandose una preferencia por DTT y DTE, sobre los monotioles (Figura
4.46.B). Estos datos estan en concordancia con los observados en otros miembros de la
familia QSOX. Por ejemplo QSOX1 de aves cataliza la oxidacion de grupos sulfidrilo de
proteinas con grupos disulfuro (lisozima, RNAasa) y del DTT, pero no actia sobre GSH
(Hoober et al., 1999b, Hoober y Thorpe, 1999). Del mismo modo rQSOX de rata y CpQSOx1
de cobaya catalizan la oxidacion de DTT (Benayoun et al., 2001, Amiot et al., 2004). La
proteina AtErv] también muestra preferencia por ditioles sobre los monotioles (Levitan et al.,

2004).

Los bajos valores de actividad molar obtenidos en este trabajo pueden ser debidos a la
técnica de medicion de la actividad, ya que el ensayo de actividad consistié en medir la
desaparicion de grupos sulfidrilo de forma discontinua usando DNTB y es posible que una
baja concentracion de oxigeno disuelto en las muestras haya limitado el consumo de grupos

sulfidrilo (Hoober y Thorpe, 2002).

La presencia de 2 isoformas en el gen 4tQSO2 ha sido descrita también para los genes
HsQSOXI (Thorpe et al., 2002) y rOQSOX (Radom et al., 2006). Estas 2 isoformas de 4tQSO2
varian en 26 aa ubicados en el ultimo exdn, sin embargo esta variacion es pequeia y casi no
modifica el pl de la proteina. Ademas, estos aminoacidos no se ubican en ningun dominio de
la proteina por lo que no parece que haya una variacion en la estructura y/o actividad de estas
isoformas, aunque se ha planteado que isoformas de proteinas QSOX pueden tener un patron

de expresion diferente en cada tejido (Radom et al., 2006).

En el analisis “Western Blot” de la figura 4.46.A se puede observar un peso molecular

de aproximadamente 55 kDa para la proteina AtQSO2, pero en la tabla VI se indica que la
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isoforma OSO2.2 (isoforma usada en la construccion de la fusion AtQSO2-HA) tiene un peso
molecular probable de 60 kDa. Esta discrepancia puede deberse a que los exones e intrones
del gen AtQSO2 son putativos pero no comprobados. Por otro lado, podrian existir
modificaciones post-trascripcionales ya que existen 3 posibles sitios de N-glicosilacion donde
se pueden agregar carbohidratos como ocurre en el caso de HsQSOX2 (Wittke et al., 2003) y
rQSOX (Benayoun et al., 2001). En este caso, el peso molecular de la proteina AtQSO?2 seria
aun mayor y no se podria explicar el “Western Blot” de la figura 4.46.A donde migra como

una proteina mas pequena.

En la region C-terminal de la proteina AtQSO2 se encuentra un posible dominio
transmembrana de 15-20 aa, este dominio se encuentra en todos los miembros de la familia
QSOX (Coppock y Thorpe, 2006) y podria provocar el anclaje de la proteina en la membrana
plasmatica, aunque es posible que este dominio solo sea una region altamente hidrofobica que
ayude a la formacién de la estructura proteica, ya que en los experimentos de localizacion de
AtQSO2 en S. cerevisiae se ha visto que esta proteina se ubica en la fraccion soluble del
extracto de proteinas totales (Figura 4.44.A) que corresponde a proteinas citosolicas y
periplasmaticas, asi que AtQSO2, en principio, no es una proteina de membrana. Pero es
importante mencionar que la purificacion de proteinas de membrana se llevo a cabo a solo
13000 rpm, por lo que es posible que existan microsomas en la fraccion soluble que
contaminen con proteinas de membrana la fraccion soluble. Por tanto, no se puede descartar la
relacion de esta proteina con la membrana plasmadtica, ya que AtQSO2 presenta un posible
sitio de miristoilacion que la anclaria a membrana. Por otro lado, para comprobar la ubicacion
extracelular de la proteina AtQSO2, predicha por su péptido sefial, se empled la enzima
zimoliasa para eliminar la pared celular y se observd que solo el 30% de la proteina es

secretada (Figura 4.44.B).

A primera vista, el resultado anterior pareceria indicar que AtQSO2 esta ubicado tanto
en el periplasma como en el interior de la célula, lo que concuerda con los resultados
obtenidos en humanos y ratas donde AtQSO2 ha sido detectado en ER y aparato de Golgi
(Thorpe et al., 2002, Tury et al., 2004). Una explicacion es que AtQSO2 este implicada en la
maduracion de proteinas de membrana, este proceso de maduracion comienza cuando la
proteina de membrana sale del ER o aparato de Golgi, para después formar la vesicula de
secrecion que lleva la proteina “madurada” a la membrana plasmatica. Es importante
mencionar la ausencia de sefiales de retencion en ER, asi como la presencia de actividad

sulfidril oxidasa a un rango de pH acido (5,5-6,5), lo que le permitiria funcionar en el espacio
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extracelular (apoplasto) de las células vegetales cuyo pH se encuentra entre 5,3 y 6,7 (Gao et
al., 2004). Esto ultimo, refuerza la idea de que AtQSO2 es una proteina secretada y su
ubicacion intracelular se debe, solamente, a que se encuentra en vesiculas de secrecion, ER,

aparato de Golgi, etc.

La presencia en la matriz extracelular de AtQSO2 en células vegetales se comprobo
mediante la expresion transitoria de la fusion QSO2-GFP en células epidermales de N.
benthamiana plasmolizadas con manitol (Figura 4.45). La plasmolisis de células separa la
membrana plasmatica de la pared celular, permitiendo asi poder visualizar cada regién por
separado y conocer la ubicacion de proteinas periplasmaticas y de membrana; esta técnica ha
sido empleado con éxito en diferentes trabajos (Lertpiriyapong y Sung, 2003, Yang y
Showalter, 2007). Aunque AtQSO2 se localice parcialmente en el exterior de la célula, es

muy probable que su actividad fisiologica se desarrolle en el camino de secrecion.

5.4 El aumento de expresion de AtQSO2 produce un fenotipo
pleiotropico de resistencia a cationes toxicos

En este trabajo se ha demostrado que un aumento en la expresion del gen ArQSO2
produce una mayor tolerancia a NaCl, LiCl, norespermidina y espermidina. De manera
opuesta, una pérdida o disminucion de la expresion de AtQSO2 provoca una mayor
sensibilidad a estos cationes toxicos. El aumento de la tolerancia a NaCl puede estar
relacionado con una mayor resistencia a estrés osmaotico (Zhu, 2001), pero los mutantes con
ganancia o disminucion de expresion de 41QSO2 no presentan diferencias en la germinacion
y/o tamano de los cotiledones respecto al control en medio MS con manitol. Por otro lado, el
NaCl (Apel y Hirt, 2004) y el LiCl podrian inducir la produccion de ROS, pero los mutantes
analizados no presentan diferencias respecto al control en condiciones de estrés oxidativo. Por
lo tanto se puede concluir que el fenotipo producido por la ganancia o disminucion de

expresion de AtQSO?2 es especifico para toxicidad ionica.

El mutante parl-1D presenta un mayor porcentaje de cotiledones verdes en medios
suplementados con diferentes cationes toxicos, empleando 1 6 3% de sacarosa. 3% de
sacarosa representa aproximadamente 90 mM de sacarosa y podria generar un estrés
osmotico, pero en condiciones control (medio MS), las plantulas presentan el mismo tiempo
de germinacioén y tamafio de cotiledones en 1 y 3 % de sacarosa (Figuras 4.10 y 4.11). En

medios suplementados con poliaminas, el porcentaje de cotiledones verdes disminuye en
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medios con 3% de sacarosa comparado con 1%, pero sigue siendo mayor el porcentaje en el
mutante parl-1D respecto al control silvestre (Figura 4.10). pari-1D presenta también un
mayor tamafio de cotiledones comparado con el control silvestre en condiciones de estrés
16nico. Esto se cuantificod considerando el peso fresco de plantulas sometidas a diferentes
estreses (Figura 4.11). El mayor porcentaje de cotiledones verdes y el incremento en el
tamafo de los cotiledones se observa desde los 3 dias hasta los 6 dias (datos no mostrados), a
partir de los 7 dias las plantulas empiezan a desarrollar hojas secundarias y las diferencias en
el tamafio y germinacion se reducen. En el caso de las poliaminas, a partir del 7° dia los
cotiledones de las plantulas empiezan a mostrar signos de necrosis, con la posterior muerte de
las plantulas a partir del décimo dia. La longitud de la raiz principal esta inhibida en los
diferentes medios con cationes toxicos en ensayos de crecimiento vertical (datos no
mostrados), pero no hay diferencias entre el control silvestre y parl-1D. Esto nos indica que
el fenotipo de resistencia a cationes toxicos del mutante pari-1D es especifico de la parte

aérea.

Las lineas 2 y 10 que sobreexpresan 4tQSO?2 tienen el mismo fenotipo de tolerancia a
cationes toxicos que el mutante parl-1D, lo que confirma que es el aumento de expresion de
AtQSO?2 lo que produce el fenotipo de resistencia. El nivel de expresion de ArQSO2 es mucho
mayor en las lineas 2 y 10 en comparacion con el mutante parl-1D (Figuras 4.7 y 4.26), pero
estas lineas y parl-1D presentan el mismo fenotipo de tolerancia (Figura 4.27), por lo que el
nivel de tolerancia a cationes toxicos es ya maximo en parl-1D y no mejora al incrementarse

la expresion de AtQSO?2 en las lineas 2 y 10.

Los mutantes por pérdida o disminucién de expresion de AtQSO2 presentan el
fenotipo opuesto a los mutantes por aumento de expresion de ArQSO?2, es decir, son sensibles
a cationes toxicos. En todos los casos las concentraciones de cationes toxicos fueron menores
a las usadas para ver los fenotipos del mutante par/-1D y las lineas 2 y 10, ya que el fenotipo
de sensibilidad de los mutantes pari-2, parl-3 y parl-4 se observa mejor a estas
concentraciones. La sensibilidad a estos cationes estd basada en su menor porcentaje de
cotiledones verdes y peso fresco comparado con el control silvestre en medio MS
suplementado con diferentes cationes toxicos (Figura 4.15). Ademds, una sensible
disminuciéon en la expresion de AtQSO2 (8 y 6 veces menos para parl-2 y parl-3,
respectivamente) produce el mismo fenotipo de sensibilidad a cationes toxicos que la pérdida
total de expresion (Figuras 4.9 y 4.15). Una posible explicacion es que la disminucion de la

expresion de AtQSO2 conduzca a una casi nula produccion de proteina, como en el caso de
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los mutantes as/ y as2 del gen AtCNGCI10 (Borsics et al., 2007) y asi estos tres mutantes

tengan, practicamente, niveles inexistentes de la proteina AtQSO2.

Los 3 mutantes presentan un menor desarrollo de la plantula y un menor tamafio de los
cotiledones comparados con el control silvestre en medios MS con diferentes cationes, desde
los 3 dias hasta los 8 dias, a partir del cual las plantas del control silvestre empiezan a
presentar sintomas de necrosis en las hojas (datos no mostrados). Para simplificar la
presentacion de los resultados se escogi6 un solo mutante del gen AtQSO2 (pari-2) ya que los
3 mutantes analizados presentan un fenotipo similar en su sensibilidad a cationes tdxicos en

medio MS.

En planta adulta se realizaron 2 tipos de ensayo para determinar si existen diferencias
en la tolerancia o sensibilidad a cationes toxicos dependiendo del estadio de la planta. El
primer experimento consistié en colocar una cantidad de semillas determinada en tierra y
regar periodicamente con bajas concentraciones de NaCl y LiCl (Rausell ef al., 2004), esto
permite una acumulacién progresiva de Na' y Li" en la planta y corresponde a una situacion
de adaptacion a terrenos salinos. Los resultados mostraron una mayor tolerancia a NaCl y
LiCl en el mutante pari-1D respecto al control silvestre (Figura 4.12), pero las lineas 2 y 10
no presentaban diferencias (datos no mostrados), ademas el mutante pari-2 presentd
sensibilidad a LiCl pero no a NaCl (Figura 4.17). Estos resultados variables pueden ser
debidos a la tasa de evaporacion, ya que un aumento en la transpiracion produce una entrada
mas rapida de cationes toxicos a la planta junto a una mayor toma de solucidon nutritiva
(McDonald et al., 2002, Caird et al., 2007, Howard y Donovan, 2007). Los resultados de la
figura 4.12 y 4.17 corresponden a experimentos realizados en verano y en condiciones de baja
humedad relativa (60-70% humedad relativa). Al realizar el mismo experimento en invierno y
condiciones de menor transpiracion (70-80% humedad relativa), las diferencias entre pari-1D
y Col-7 se redujeron (datos no mostrados). En el caso de las lineas 2 y 10, se observaron
ligeras diferencias (lineas transgénicas mas tolerantes que Col-7) en verano, pero en invierno,
el fenotipo de las lineas transgénicas y Col-7 fue similar. Cuando se observé el fenotipo de
plantas parl-2 irrigadas con NaCl ocurrié lo mismo, es decir, ligera sensibilidad de pari-2
respecto a Col-7 en verano, pero en invierno no se vio fenotipo (datos no mostrados). Esta
diferencia en los fenotipos a cationes toxicos dependientes de la humedad y la transpiracion

también se ha observado en el mutante sas/ (Nublat ez al. 2001).
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Los resultados anteriores no invalidan la idea de que el aumento o pérdida de
expresion de 4tQSO?2 produce tolerancia o sensibilidad, respectivamente, a cationes toxicos
ya que cuando se llevo a cabo el segundo tipo de experimento consistente en un choque de
estrés i6nico con altas concentraciones de NaCl y LiCl, las lineas transgénicas y el mutante
parl-1D fueron mas tolerantes que el control silvestre (Figuras 4.13 y 4.28), mientras que el
mutante parl-2 fue mas sensible (Figura 4.18). El fenotipo de tolerancia a NaCl y LiCl esta
asociado a una menor necrosis de las hojas de la roseta en ambos casos y a un mayor
desarrollo de la parte aérea en el caso del LiCl. El estrés i6nico por LiCl produce un fenotipo
caracteristico de necrosis del apice del tallo principal y ramas secundarias que aparece antes
en el control silvestre. Esta necrosis puede ser debida a una mayor acumulacién de Li" en

tejidos en crecimiento (primordios apicales).

5.5 Fenotipo del mutante gsol y expresion de los genes AtQS0O1 'y
AtQS0?2

Los mutantes gsol-1 y gsol-2 no presentan diferencias en la acumulacion de cationes
toxicos comparados con el control silvestre (datos no mostrados), ademas, no tienen el mismo
fenotipo de sensibilidad a cationes toxicos que los mutantes en el gen A¢QSO2, salvo en el
caso del NaCl (Figuras 4.36 y 4.37), donde el mutante gso/-2 muestra sensibilidad. La
sensibilidad de uno de los 2 mutantes del gen 41QSO!I a NaCl es debida probablemente al
nivel de expresion, ya que el mutante gso/-2 presenta una menor expresion del gen AtQSO!
comparado con el mutante gsol-I (Figura 4.35). Este fenotipo del mutante gsol-2 es
especifico del i6n Na', ya que este no presenta tolerancia en medio MS con KCI, manitol

(estrés osmotico) o H,O, (estrés oxidativo) (datos no mostrados).

Mediante el analisis de RT-PCR no se ha podido determinar especificamente los
niveles de expresion en los diferentes tejidos de la raiz, pero revisando los datos del mapa de
expresion génica en raices de Arabidopsis (Birnbaum et al., 2003) se observo que los genes
AtOSO1 y AtQSO?2 se expresan en todos los tejidos de la raiz. El mayor nivel de expresion
observado en la figura 4.39 del gen ArQSOI1 respecto a AtQSO?2 en raiz, se correlaciona con el
numero de ESTs identificados en la base de datos de TAIR (http://www.arabidopsis.org)
donde hay 49 ESTs para AtQSO!1 y 21 ESTs para AtQSO2. Ademas, el nivel de expresion del

gen AtQSO1 es aproximadamente 3 veces mayor que el de 4tQSO?2 en diferentes zonas de la

raiz (Birnbaum et al., 2003), resultado que concuerda cualitativamente con los obtenidos
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mediante RT-PCR (Figura 4.39) y usando la base de datos GENEVESTIGATOR (Figura
4.40).

En la figura 4.40 se puede observar partes de la planta cuyos valores de expresion para
los genes AtQSO1 y AtQSO?2 estan por encima de los obtenidos por RT-PCR cuantitativa para
flores, tallos, raices hojas caulinares y adultas. Esto se debe a que en los experimentos de RT-
PCR realizados se considera el RNA de una parte amplia de la planta; en cambio en los
experimentos de micromatrices se ha considerado el RNA de una parte especifica. Por
ejemplo, en el caso de las flores, se ha considerado para la RT-PCR cuantitativa todo el RNA
de los pétalos, estambres, sépalos, estigma, polen, ovarios y pedicelo, pero en los
experimentos de micromatrices se ha considerado el RNA de polen de forma individual. Asi
que si existe una expresion moderada del gen AtQSO2 en el polen, en el experimento de
micromatrices se puede observar el resultado, pero en la RT-PCR cuantitativa no se observa

ya que la cantidad de RNA de polen es muy pequeiia comparada con el total de la flor.

A pesar de que existe una mayor expresion del gen AtQSO! comparado con el gen
AtQOSO?2 en la raiz, es posible que estos genes se expresen en tejidos radiculares diferentes,
por lo que tendrian funciones y/o sustratos diferentes; por ejemplo en flores ArQSOI se
expresa mas que AtQSO2, pero en el polen y estambres, 4tQSO2 se expresa mas que AtQSO1
(Figura 4.40). También es probable que estas proteinas tengan una regulacion
postrascripcional, activandose solamente AtQSO2 en condiciones de estrés. Un patron
diferente de expresion de genes de la familia QSOX se puede observar en humanos (Wittke et
al., 2003) donde la expresion de cada homologo de QSOX es diferente dependiendo del
organo o tejido (Coppock y Thorpe, 2006). Ademaés, la expresion de genes de la familia
QSOX puede estar restringida a células especificas en diferentes 6rganos (Tury et al., 2006).

Pero, en la base de datos AREX (http://www.arexdb.org) se observa que el patrén de

expresion de los 2 genes en distintos tejidos de la raiz es practicamente idéntico, por lo que la
proteina AtQSO1 estaria ubicada en los mismos tejidos que AtQSO2 pero tendria funciones
distintas, ya que los fenotipos de los mutantes gso/ y gso2 son diferentes y los patrones de

expresion en diferentes estreses también varian (Figura 4.41).

Esta diferencia de expresion en genes de una misma familia ocurre en el caso de los
transportadores KUP, donde el ayuno de potasio provoca un aumento de la expresion HAKS y
la disminucion de KUP2 (Armengaud et al., 2004), sus patrones de expresion segin AREX

son similares en los diferentes tejidos de la raiz pero presentan funciones diferentes: HAKS
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esta implicado en la toma de K del medio y KUP2 promueve la expansién celular (Elumalai
et al., 2002, Gierth et al., 2005). Con respecto a AtQSO2, es importante resaltar que se induce
2 veces durante un ayuno de potasio (Figura 4.41). Ademas, el aumento de la expresion de
AtOSO?2 esta relacionado con la mayor toma y acumulacién en la parte aérea de K (Figuras
4.24 y 4.25) y, como se ha demostrado en este trabajo, es muy posible que el aumento en la
toma de K" mejore la tolerancia a cationes toxicos. La toma de K en condiciones de estrés
16nico es importante para evitar los efectos perjudiciales de un exceso de iones, por ejemplo, a
baja concentracion de K el mutante akt/ es muy sensible a NaCl respecto al control silvestre
(Qi y Spalding, 2004) y en experimentos realizados en el laboratorio se comprobd que el
mutante akt/ también es mas sensible a LiCl y norespermidina que el control silvestre en

medio con bajo potasio (datos no publicados).

AtQSO1 se reprime a la mitad en condiciones de ayuno de potasio, esta disminucion
en la expresion no se relaciona con su contenido de potasio, ya que los mutantes gso/ no
difieren en la concentracion de K' en la raiz y parte aérea comparado con el control silvestre
(datos no mostrados). AtQSO! se induce por LiCl, peroxido de hidrégeno y NaCl. Es
importante mencionar que los mutantes gso/-1 y gsol-2 no presentan fenotipo en medios con
LiCl y peroxido de hidrégeno, pero el mutante gso/-2 es sensible a NaCl (Figura 4.36). Es
posible que el gen AtQSOI esté implicado en la traslocacion de Na' entre la raiz y la parte
aérea, ya que el mutante gsol-2 no presenta diferencias en la acumulacién de Na” respecto al

control silvestre (datos no mostrados).

Segun la base de datos GENEVESTIGATOR, existe una induccién de 2 veces en la
expresion de AtQSOI cuando se aplica siringolina en las hojas (Figura 4.42), la siringolina
estd implicada en la induccion de nuevos transcritos de genes y en el aumento de la proteccion
contra mildiu en trigo y Arabidopsis (Waspi et al., 2001, Michel et al., 2006). La induccion de
AtQSO1 por siringolina es especifica de este homologo, ya que 4tQSO2 no presenta variacion
en su expresion debido a la siringolina (Anexo 3). Mediante un tratamiento con cicloheximida
AtQSO1 y AtQSO?2 ven disminuida su expresion aproximadamente a la mitad (Figura 4.42 y
4.43), la cicloheximida es un inhibidor de la sintesis de proteinas que induce la expresion de
genes del metabolismo de giberelinas dependientes de auxinas (Frigerio et al., 2006) y
bloquea la induccion de genes mediada por acido jasmonico (Rojo et al., 1998), asi que es
posible que los genes de la familia QSOX en Arabidopsis estén regulados por &cido
jasmonico, ya que existen genes relacionados con el metabolismo de acido jasmoénico que son

inducidos en condiciones de bajo potasio (Armengaud et al., 2004). Finalmente, la expresion
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de AtQSO?2 se reduce a la mitad en medio con glucosa (Figura 4.43), la explicacion de este
resultado es un poco confusa ya que la glucosa genera diferentes perfiles de expresion en
diferentes grupos funcionales de genes (Price ef al., 2004). En este caso la disminucion de la
expresion de A¢tQSO2 observada en medio con glucosa puede ser un efecto indirecto debida a
la disminucién de la expresion de algiin factor de transcripcidon o la activacion/represion de

genes del metabolismo de hormonas que regulen AtQSO2.

5.6 AtQSO2 no regula la toma de K* en la epidermis de la raiz

En un primer momento se planted que la funcion de AtQSO2 en la tolerancia a
cationes toxicos era la de regular el potencial de membrana de las células de la epidermis y
cortex de raiz a través de la toma de K' del medio. Esta hipétesis se basa en que una
disminucion del potencial de membrana como consecuencia de una mayor toma de K,
impediria la entrada inespecifica de cationes toxicos. En levaduras se ha demostrado que un
aumento o disminuciéon del potencial de membrana produce sensibilidad o resistencia,
respectivamente, a diferentes cationes toxicos (Mulet et al., 1999, Goossens et al., 2000). Sin

embargo los resultados obtenidos no apoyan esta hipotesis.

En primer lugar, la actividad de AKT1, principal canal involucrado en la toma de K"
en raices (Hirsch et al., 1998, Spalding et al., 1999), no esta regulada por AtQSO2. Se
comprobd que la sobreexpresion de A¢1QSO2 en el mutante aktl-1 reproduce el fenotipo de
tolerancia a cationes toxicos de las lineas con aumento de expresion de A1QSO?2 (Figura 4.50).
Por otra parte, no existen diferencias en los niveles de proteina AKT1 en los mutantes
afectados en la expresion de ArQSO?2 respecto al control silvestre (Figura 4.48) lo que indica
que no existe ninguna regulacion transcripcional de AKT1 mediada por AtQSO?2. Finalmente
se realizd la expresion de AKT1 y AtQSO2 en una cepa trkl,2 de levadura donde se observo
una tolerancia a cationes toxicos de la cepa sobreexpresando AKT! pero no se observo
ninguna mejora en este fenotipo de tolerancia cuando se llevo a cabo la coexpresion de AKT]
y AtQSO?2 (Figura 4.49). Todos estos resultados indican que AKTI no interviene en el

mecanismo de tolerancia a cationes toxicos regulado por AtQSO2.

En segundo lugar, el potencial de membrana medido en células epidérmicas de raiz
tampoco muestra diferencias entre los mutantes y el control silvestre (Tabla V), aunque se
observa una ligera depolarizacion del mutante parl-ID. Esta depolarizacion es apenas

significativa y no se reproduce en las lineas transgénicas que sobreexpresan el cDNA de
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0S02. A su vez, una disminucion de la expresiéon y/o actividad de la bomba H-ATPasa de
membrana plasmatica puede producir una disminucion del potencial de membrana (Goossens
et al., 2000), pero no se observaron diferencias en los niveles de proteina o en la actividad de

la bomba H'-ATPasa entre los mutantes y el control silvestre (Figura 4.47).

. . . . . .« + I3
Finalmente, no existen diferencias en los niveles de acumulacion de K™ en la raiz

entre los mutantes de ganancia y disminucion de funcion de 4tQSO?2 (Figura 4.23).

5.7 La acumulacion de K’y cationes téxicos en el xilemay la
parte aérea depende de la expresion de AtQSO2

Los resultados de los experimentos de toma de norespermidina y NaCl muestran que
la disminucion de la expresion de AtQSO2 conlleva a una mayor toma de estos cationes
toxicos, resultados que son corroborados por una mayor acumulacion de Na' vy
norespermidina después de 2 dias en medio liquido suplementado con estos cationes toxicos.
En cambio, el mutante parl-1D (aumento de expresion de ArQSO2) toma y acumula menos
Na' y norespermidina (Figura 4.19 y 4.20). Con el K’ sucede lo contrario: el mutante
parl-1D presenta un aumento en la toma y acumulacion de este cation, mientras que la
disminucion de la expresion de ArQSO2 implica una menor toma y acumulacion de K'

(Figura 4.22).

En estudios realizados en levaduras, la sobreexpresion de los genes Hal4 y Hal5
(proteinas quinasas reguladoras de Trk1-Trk2) produce tolerancia a cationes toxicos, debido
al aumento de la toma de K que disminuye el potencial de membrana y disminuye la entrada
inespecifica de cationes toxicos (Mulet et al., 1999). Es muy posible que la tolerancia a
cationes toxicos del mutante pari-1D sea consecuencia de una mayor toma y acumulacion de
K. Es decir, un aumento en la toma de K por las células de la epidermis y del cortex de raiz
produciria una disminucion del potencial de membrana y, por consiguiente, una menor toma
inespecifica de cationes toxicos. Sin embargo, al medir el potencial de membrana en estas
c¢lulas no se observaron diferencias entre los mutantes y el control (Tabla V) por lo que se

rechazo esta hipdtesis.

Revisando los datos de toma de K', Na” y norespermidina se observa una rapida
velocidad inicial de toma pero sin diferencias entre los mutantes de ganancia y pérdida de
funcion de ArQSO2, En el caso del K' y norespermidina, esta rapida velocidad inicial

disminuye a partir de los 15 minutos, después de los cuales se mantiene a un nivel constante
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para luego aumentar otra vez hasta los 40 minutos aproximadamente. Este tipo de cinética
podria indicar que se esta produciendo una compartimentacion de los cationes en
compartimentos intracelulares. Por otro lado, es posible que se produzca una distribucion de
los cationes entre la raiz y la parte aérea siendo la carga de cationes en el xilema el paso
limitante y que genera dicha cinética. Es decir, los cationes tdxicos entran rapidamente en la
raiz (velocidad inicial de toma) donde se acumulan (nivel constante de toma) para luego

entrar en el xilema y traslocarse a la parte aérea.

El Li" no se comporta como el Na’ y la norespermidina en ensayos de toma y
acumulacioén, ya que existe una diferencia en la velocidad inicial de toma entre los mutantes
afectados en la expresion de ArQSO2. pari-1D presenta una menor velocidad inicial de toma
de Li" y parl-2 una velocidad mayor que el control silvestre (Figura 4.21.A), pero después de
2 dias no se observan diferencias en la acumulacion de Li" entre los mutantes (Figura 4.21.B).
Es posible que exista un sistema especifico de entrada o salida de Li" de las células de la raiz
el cual seria regulado por AtQSO2. Recientemente se ha descubierto que el antiportador
AtNHXS es especifico para Li" (An et al., 2007), este antiportador H'/Li" se localiza en la
membrana plasmatica de células de la raiz y estd involucrado en la extrusion de Li" de la
planta, ademas su sobreexpresién aumenta la concentracion de K' en la planta en medio con
alta concentracion de LiCl (An et al., 2007), por lo que es posible que AtQSO2 regule la

actividad de este antiportador.

La acumulacion de Li" en plantas con aumento o disminucioén de expresion de 41QSO2
no varia (Figura 4.21.B), por lo que este resultado invalidaria la idea planteada anteriormente
de una tolerancia relacionada con una menor acumulacion de cationes toxicos. Pero antes de
rechazar esta hipotesis se midi6 la concentracion de cationes en la raiz y en la parte aérea de
plantas adultas y se obtuvieron resultados que apoyan la idea de que AtQSO2 estaba

implicado en la regulacion de la traslocacion de cationes toxicos desde la raiz a la parte aérea.

En la raiz no existen diferencias en la acumulacion de K en plantas crecidas sin estrés
salino. Cuando las plantas son irrigadas con NaCl se observa un gran aumento de Na' y una
disminucion en la concentracion de K en la raiz, pero sin diferencias entre los mutantes de
expresion de 4tQSO2 (Figura 4.23.A). La disminucion en la concentracién de K' en estas
condiciones puede deberse a un exceso de Na™ en la raiz que inhibe a los canales de toma de
K" (Qi y Spalding, 2004). En el caso de plantas irrigadas con LiCl se observa también una

. . ., ., + . . . .
disminucion en la concentracion de K sin que existan diferencias entre los mutantes
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afectados en la expresion de ArQSO2 (Figura 4.23.B), la razén de este fenotipo no es clara y
podria deberse a una inhibicién de los canales de entrada de K por Li". Un resultado
importante fue la menor acumulacion de Li" en el mutante pari-1D comparado con el control
silvestre (el mutante parl-2 no muestra diferencia con el control) que se puede correlacionar
con el aumento de la actividad de algin antiportador (como AtNHXS8) para la extrusion de Li"
de las células de la raiz, sistema que podria ser regulado directa o indirectamente por

AtQSO2.

En la parte aérea, en condiciones normales, tenemos una menor concentracion de K
en el mutante parl-2 y una mayor concentraciéon en el mutante parl-1D y el mutante de
sobreexpresion de AtQSO2 (linea 2) (Figuras 4.24 y 4.29). Estos datos refuerzan la idea de
que la traslocacion de K™ a la parte aérea es un paso regulado por AtQSO2. En el caso de
plantas irrigadas con NaCl se observa un menor contenido de K* en los mutantes y Col-7
comparado con condiciones normales. Esta disminucién puede ser debida a una menor toma
de K en la raiz debido a un exceso de Na' (Qi y Spalding, 2004) lo cual directamente
produce una menor acumulacion de K en toda la planta. Con respecto al Na" en condiciones
normales, se observa una menor concentracion de Na' en el mutante parl-1D y la linea 2,
aunque no se observan diferencias significativas entre el mutante parl-2 y Col-7,
posiblemente debido a que la toma de Na' es mas lenta en las plantas crecidas en tierra
comparada con medio liquido (Figura 4.20.B), ya que las plantas no estdn en contacto directo
con la solucién nutritiva suplementada con NaCl y por otro lado los experimentos fueron

llevados a cabo en condiciones de baja transpiracion.

En los experimentos realizados regando las plantas con LiCl (Figuras 4.24.B y 4.29.B)
se observa una disminucion en la concentracion de K'; el Li" provoca una pérdida del K en
la parte aérea de forma similar en los mutantes y el control silvestre. Este fenotipo se presenta
también en tabaco donde plantas irrigadas con LiCl muestran una drastica reduccion en la
concentracion de K después de 3 dias (Naranjo et al., 2003). Una posible explicacion es que
el Li" inhiba la toma de K" en la raiz, como se coment anteriormente, otra posibilidad es que
el Li" inhiba algin canal encargado de la carga de K™ en el xilema. Pero los datos mas
importantes de este experimento son los referentes a la concentracion de Li' en la parte aérea,
ya que a diferencia del experimento en medio liquido (Figura 4.21.B) en este caso si se
observa una mayor toma de Li" en el mutante parl-2 y una menor toma en el mutante parI-

1D y linea 2 comparado con el control silvestre (Figuras 4.24.B y 4.29.B). Estos resultados,
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afiadidos a los obtenidos en el caso de Na' y norespermidina, apoyan la hipétesis de que la
mayor tolerancia a cationes toxicos del mutante par/-1D estd basada en una menor toma de

estos cationes.

El mutante parl-2 presenta una menor acumulacién de K en la parte aérea pero no
tiene afectada la acumulacion de K en la raiz. Este fenotipo es idéntico al del mutante skor/,
deficiente en un canal de carga de K' en el xilema (Gaymard et al., 1998). Aparentemente
existen mecanismos reguladores (inhibicion de la entrada de K") que mantienen los niveles
radiculares de K" al inhibirse la salida al xilema de este catién. La misma interpretacion
podria darse a la observacion de que el mutante par/-2 acumula mayor cantidad de Na™ en la

parte aérea pero no presenta diferencias en la raiz.

Otros mutantes afectados en la carga/descarga de Na'™ al xilema (hktl y sosl) si
presentan cambios en los niveles de Na' en raiz (Davenport et al., 2007). Sin embargo estos
transportadores funcionan también en otras zonas de la raiz: epidermis en el caso de SOSI
(Shi et al., 2002) y floema en el caso de HKT1 (Berthomieu et al., 2003). Por tanto, las
variaciones en el contenido de Na' en la raiz en estos mutantes puede deberse a estas otras

actividades distintas a la carga/descarga del xilema.

Finalmente, para comprobar que la traslocacién de cationes desde la raiz a la parte
aérea, es decir la carga de cationes de la raiz en el xilema, es un paso importante en la
tolerancia a cationes toxicos, se midi6 el contenido de K', Na" y Li" en el xilema de plantas
irrigadas con LiCl y NaCl (Figura 4.25) Con este experimento se observoé que el mutante
resistente a cationes toxicos parl-1D presenta mayor contenido de K™ y menor contenido de
Na“ y Li" en el xilema que el control silvestre, en cambio, el mutante sensible a cationes
toxicos parl-2 presenta unos valores totalmente opuestos a los de pari-ID. Y mas
significativo atn es observar que la diferencia en la concentracion de K en el xilema entre los

mutantes parl-1D y parl-2 se mantiene en plantas irrigadas con NaCl y LiCl.

Como resumen tenemos que las lineas de sobreexpresion de AtQSO2 (pari-1D y linea
2) acumulan una mayor cantidad de K' en la parte aérea y una menor cantidad de Na" y Li" en
condiciones de estrés salino. Por el contrario, el mutante con una disminucion en la expresion
de AtQSO2 (parI-2) acumula menos K y una mayor cantidad de Na“ y Li" en la parte aérea
(Figura 5.1). Sin embargo, en la raiz no se observan diferencias entre los mutantes afectados

en la expresion de AtQSO2 y el control silvestre. Por lo que el fenotipo de tolerancia a
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cationes toxicos de los mutantes de sobreexpresion de ArQSO2 se debe a la menor
traslocacion de estos cationes desde la raiz a la parte aérea, paso regulado como consecuencia
de una mayor carga de K" en el xilema. Por lo tanto, la carga del xilema con K" (regulada por

AtQSO2) parece ser la clave en la tolerancia a cationes toxicos en el mutante par/-1D.
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Figura 5.1 Esquema de la acumulacion de cationes en los mutantes con ganancia (parl-1D) y disminucion
(parl-2) de la expresion de A7QSO2 en condiciones normales y estrés salino. Los colores de las flechas
corresponden a los colores de los cationes y el grosor de las flechas indica la cantidad de carga del cation, es
decir, una flecha mas ancha corresponde a una mayor carga del cation en el xilema. Las concentraciones de K",
Na', y Li" en la estela y en el xilema son orientativas. Varias capas de células de la estela son representadas por
una sola célula.

5.8 Un modelo para la tolerancia a cationes toxicos regulado
por AtQSO2

Se ha demostrado que AtQSO?2 regula el transporte de K" entre la raiz y la parte aérea

por lo que AtQSO2 debe regular algin sistema de carga de K' en el xilema, este sistema
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consistiria en algiin canal o transportador de membrana ubicado en las células del parénquima
del xilema (células de la estela) que se encargaria de descargar el K* en el apoplasto y a partir
de ahi pasar por difusion al xilema (Figura 5.2). La carga de K" en el xilema puede involucrar
sistemas de transporte activo (Lacan y Durand, 1996) y/o sistemas de difusion pasiva
mediante canales (Taiz y Zeiger, 2002). Un aumento o disminucién en la concentracién de K
en el apoplasto de la estela seria el motivo principal de la tolerancia o sensibilidad,

respectivamente, a cationes toxicos.
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K- de alta afinidad Banda de HaCIa’Ia
(HAKS) Caspari parte aérea
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Figura 5.2 Flujo de cationes desde el exterior de la raiz al xilema y posibles sistemas regulados por
AtQSO02. Las flechas con lineas punteadas indican un movimiento de cationes libre a través de la membrana.
Los canales se muestran en color rojo, los transportadores en color verde y sistemas inespecificos de entrada de
cationes en naranja. Diferentes capas de células son representadas por una sola célula. pa: poliaminas.

Se conoce por experimentos realizados en levaduras que el K™ (junto con H") regula el
potencial de membrana (Mulet ef al., 1999) por lo que se propone que una mayor
acumulacion de K" en el apoplasto produce, de una forma indirecta, una menor traslocacion
de cationes toxicos a la parte aérea mediante un aumento del potencial de membrana de las
células de la estela que rodean al xilema. Un aumento del potencial de membrana disminuye
la salida pasiva de cationes a través de canales produciendo una menor descarga de cationes
toxicos de la raiz al xilema, por consiguiente en este trabajo se propone el siguiente modelo
de tolerancia a cationes toxicos regulado por AtQSO2 (Figura 5.3). Como se ha mencionado

anteriormente, el gen AtQSO2 se expresa en todos los tejidos de la raiz y segun el modelo
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propuesto, el canal o transportador de carga de K" en el xilema regulado por AtQSO2 se debe
de ubicar solamente en las células que rodean al xilema. Por tanto los mutantes de ganancia y
pérdida de expresion de ArQSO2 solo tendran afectado el potencial de membrana en las

células que rodean al xilema y no en las células del resto de tejidos de la raiz.

- ~ - ~

~< Xilema - ~< Xilema - ~< Xilema -
~ - ~ - ~ -

~———

q’ Na* Li‘_
par

K+

Col-7 pari-2 pari1-1D

Figura 5.3 Modelo de tolerancia a cationes téxicos basado en el potencial de membrana de los mutantes
con ganancia (parI-1D) y disminucion (parl-2) de la expresion de A1QS0O2 en condiciones de estrés salino.
La flecha azul corresponde al transporte de K y la flecha roja corresponde al transporte inespecifico de cationes
toxicos. El grosor de las flechas y el tamafio de los simbolos de los cationes indican la cantidad de carga de los
cationes, es decir, una flecha mas ancha o una letra mas grande corresponden a una mayor carga del cation en el
apoplasto. La linea discontinua entre el xilema y el apoplasto indica que existe un paso libre de los cationes entre
los 2 compartimentos. ¥: potencial de membrana, un tamafo de letra mayor o menor corresponde a un aumento
o disminucion del potencial de membrana, respectivamente. pa: poliaminas.

Segtin el modelo propuesto, es necesario identificar algin canal o transportador de K"
ubicado en las células que rodean al xilema que sea regulado por AtQSO2. El principal
candidato es el canal rectificador de salida de K™ SKOR (Gaymard et al., 1998) que se ubica
en las células de raiz que rodean al xilema y esta implicado en la carga de K' en el xilema. El
mutante de pérdida de funcion skorl presenta un menor contenido de K en la parte aérea y en
el xilema (Gaymard et al., 1998) de manera similar al mutante par/-2 (disminucién de
funcion de 41QSO?2). Ademas el mutante skor/-2 presenta una mayor sensibilidad a cationes
toxicos que el mutante parl-2 (Figura 4.51), por lo que es posible que SKOR y AtQSO2 estén

implicados en la misma ruta de carga de K" en el xilema.

Pero cuando se realizo la sobreexpresion de A¢tQSO?2 en el fondo genético skorl-2 se
observo un ligero aumento en la tolerancia a cationes toxicos pero sin alcanzar los valores del
control silvestre (Figura 4.52). Estos resultados muestran, en primer lugar, que pueden existir
varios sistemas involucrados en la carga de K" en el xilema que sean regulados por AtQSO2
(entre ellos SKOR), ya que las lineas sobreexpresando AtQSO2 muestran una leve tolerancia a
cationes toxicos comparado con el mutante skorl-2, pero sin llegar a ser mas tolerante que el

control silvestre, cosa que ocurre al sobreexpresar A10SO2 en Col-7 y en un mutante aktl-1
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(Figuras 4.27 y 4.50). En segundo lugar, la sobreexpresion de 41QSO2 en un mutante skorl-2
mejora el crecimiento en bajo potasio, lo que implica un aumento en la carga del K en el
xilema por lo que deben de existir otros sistemas de carga de K' en el xilema/apoplasto aparte
de SKOR. Este dato era de esperar ya que el mutante skor/ es viable y presenta una pérdida
del 50% aproximadamente de K' en la parte aérea comparado con el control (Gaymard et al.,
1998) con lo que el otro 50% debe de ser traslocado a la parte aérea por otros sistemas. Pero
este aumento en la carga de K™ en el xilema/apoplasto en el mutante skorl-2 debida a la
sobreexpresion de AtQSO2 tan solo provoca una leve mejora en la tolerancia a cationes
toxicos, lo que quiere decir que, o bien las plantulas estdin muy afectadas por la pérdida de
SKOR o que el aumento de la carga de K™ que permite mejorar el crecimiento en bajo potasio
no es suficiente para generar un cambio notable en el potencial de membrana; cambio que si

se daria si estuviera presente SKOR.

Como hemos visto, parece que AtQSO2 no solo actuaria a través de SKOR sino que
también podria regular otro sistema de carga de K' en el xilema; es decir, AtQSO2 podria
regular la actividad de diferentes trasportadores, como en el caso de la proteina KABI que se
une a KAT1 y AKTI (Tang et al., 1996, Tang et al., 1998, Zhang et al., 1999) y AtKCI1 que
interacciona con AKTI1 y AKT2 regulando su funcién (Pilot et al., 2003, Obrdlik et al.,
2004). Es importante mencionar que aunque la proteina SKOR no presente cisteinas en alguna
horquilla exterior, es posible que su regulacion por AtQSO2 sea indirecta, es decir que
AtQSO2 interaccione con alguna proteina que ayude a la estabilidad y/o funciéon de SKOR,
como el caso de AKT1 que es regulado por AtKC1 (Ashley et al., 2006).

Basandose en los canales y transportadores de K™ conocidos hasta el momento en
Arabidopsis se pueden sugerir algunos candidatos a ser regulados por AtQSO2. En primer
lugar, tenemos a la proteina GORK. Esta proteina es un canal de salida de K, al igual que
SKOR, ubicado principalmente en las células oclusivas (Ache et al., 2000), pero también se
expresa en raiz, aunque su ubicacion se centra en las células de la epidermis donde interviene
en la salida de K" de la planta (Very y Sentenac, 2003) por lo que no parece involucrado en la
carga de K" en el xilema/apoplasto. El canal AtTPK4 también funciona como un canal de
salida de K' de membrana plasmatica pero se expresa principalmente en polen, no

observandose expresion en raices seglin la base de datos AREX (www.arexdb.org). Dentro de

la familia CPA2 de antiportadores catién:proton de Arabidopsis tenemos 6 transportadores
KEA (KEA1-6), que por su homologia con los transportadores bacterianos Kef se ha

propuesto que son antiportadores K'/H", estos antiportadores KEA se ubican en varios tejidos
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de la planta incluyendo la raiz (Sze et al., 2004) y podrian estar involucrados en la carga de
K" al xilema/apoplasto, ya que los transportadores bacterianos Kef estan involucrados en la
salida de K' de la célula (Ferguson, 1999). Sin embargo, analizando la secuencia de estas

proteinas mediante el programa TransportDB (www.membranetransport.org) se observa que

KEA1 y KEA2 no presentan cisteinas en ninguna horquilla exterior entre segmentos
transmembrana por lo que AtQSO2 no puede tener como sustrato directo a estas dos
proteinas. Las proteinas KEA3-6 si presentan al menos una cisteina en las horquillas
exteriores pero su ubicacion en la raiz, segun el programa AREX, corresponde en su mayoria
a la epidermis, cortex y endodermis, teniendo poca expresion en periciclo y estela. Ademas, al
ser los transportadores KEA proteinas antiportadoras K'/H', una mayor salida de K" implica
una cantidad igual de entrada de H' por lo que el potencial de membrana no variaria, aunque

no se puede descartar que los transportadores KEA sean electrogénicos.

En el caso de los transportadores KUP, utilizando la base de datos TransportDB
podemos observar que de los 13 transportadores KUP, 4 no presentan cisteinas en ninguna
horquilla exterior (KUP6, KUP7, KUP8 y HAKYS); ademas, KUP9 y KUP12 no transportan
K"y KUP11 presenta una expresion muy débil en raiz (Ahn et al., 2004). Por lo que tenemos
que los transportadores KUP1-5 y KUP10 presentan al menos una cisteina en una horquilla
exterior y se ubican en raiz, pero analizando mas en detalle el patron de expresion de estos
transportadores usando la base de datos AREX se aprecia que solo KUPI0O se expresa
principalmente en las células de la estela y periciclo, con un patrén de expresion muy
parecido a SKOR. Ademés KUP 10 presenta dos cisteina entre los TMS 7°-8° y 9°-10°, por lo

que parece un candidato muy probable para ser regulado por AtQSO?2.

Dentro de los canales de tipo CNGC, tenemos 5 canales que transportan K':
AtCNGC1-4 y AtCNGC10. Un dato importante es que estos 5 canales (y la mayoria de la
familia AtCNGC) presentan 4 cisteinas conservadas entre el 5° TMS y el poro (Kohler ef al.,
1999), que al estar situadas en la horquilla exterior podrian funcionar como un motivo
regulador. Pero analizando individualmente cada canal tenemos que AtCNGC4 no se expresa
en raiz (Talke et al., 2003) y AtCNGC3 es un canal no selectivo que permite también la
entrada de Na', ademas de estar ubicado principalmente en el cortex y epidermis de la raiz
(Gobert et al., 2006). AtCNGCI se expresa en la estela y periciclo (www.arexdb.org) pero al
igual que AtCNGC3 también permite la entrada de Na" (Hua., et al 2003). AtCNGC?2 se ubica

en el periciclo y estela y ademas es selectivo para K sobre el Na' (Leng et al., 2002, Hua et

al., 2003), pero recientemente se ha publicado que AtCNGC2 estd implicado en la toma de
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Ca®" para la produccién de 6xido nitrico en la respuesta inmune de la planta a patogenos (Al
et al., 2007). Finalmente tenemos como principal candidato a ser regulado por AtQSO2 al

canal AtCNGCI10 que se expresa en la estela y periciclo (www.arexdb.org). Su

sobreexpresion rescata parcialmente el fenotipo de sensibilidad en bajo potasio de akt/ y su
pérdida de funcion lleva a una drastica disminucién del crecimiento y concentracion de K' en

la planta (Li et al., 2005, Borsics et al., 2007).

Estos 2 posibles candidatos, KUP10 y CNGCI10 cumplen las 3 caracteristicas
deseadas: transportan K, presentan cisteinas en horquillas exteriores y se ubican en la estela
y/o periciclo. La presencia de cisteinas es fundamental para que estas proteinas puedan ser
dianas de AtQSO2. De hecho la formacion de puentes disulfuro intramoleculares es un
mecanismo de regulacion enzimatico muy comun observado en plantas. Por ejemplo, la 5’
adenil sulfato (APS) reductasa que interviene en la asimilacion de sulfato produciendo
cisteina y glutation es activada por la formacién de un enlace disulfuro (Bick ef al., 2001).
También la glutamato cisteina liasa (GCL), que cataliza la biosintesis de glutation, es
regulada por la oxidacién y reduccion de enlaces disulfuro (Hothorn et al., 2006). Finalmente,
muchas enzimas funcionan como heterdmeros y la union entre los diferentes mondmeros,
para formar la estructura cuaternaria, se realiza mediante puentes disulfuro. Asi, en las
oxidasas alternativas de plantas (AOXs) que participan en la via alternativa de respiracion
celular (Siedow y Umbach, 1995), la regulacién de su actividad depende de la formacion de

puentes disulfuro entre los 2 monémeros (Rhoads ef al., 1998, Umbach et al., 2006).

Es probable que KUP10 y CNGC10 puedan formar heteromeros como ocurre en el
caso de otros transportadores de membrana como la ATPasa (Arango et al., 2003). Se ha
propuesto que los transportadores AtCNGC pueden formar tetrameros (Hua et al., 2003).
Entonces KUP10 y CNGC10 pueden ser regulados por AtQSO2 formando puentes disulfuro
intramoleculares o entre mondmeros y estos puente disulfuro regularian la actividad de estos
transportadores que al estar ubicados en la estela y transportar K podrian contribuir a la
traslocacion de K desde la raiz a la parte aérea mediante la carga de K desde la estela al

apoplasto/xilema.

Por ultimo, existe un antiportador Na'/H" llamado SOS1 (Wu et al., 1996) que es
electroneutro y transporta Na' fuera de la célula (Qiu et al., 2003), este antiportador se ubica
en la estela de la raiz (Shi ef al., 2002) y presenta una cisteina, en una horquilla exterior, entre

el 3°% 4° TMS. Anteriormente se habia demostrado que SOS1 no transporta K, pero
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recientemente se ha publicado que SOSI puede transportar K* cuando se expresa en un
mutante de E. coli deficiente en la toma de K (Garciadeblas et al., 2006), por lo tanto existe
la posibilidad de que SOS1 pueda sacar K™ de la célula en determinadas condiciones y que

este transporte sea regulado por AtQSO2.
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. La poliamina norespermidina se puede emplear a bajas concentraciones
como un agente de seleccidon para encontrar mutantes resistentes a cationes

toxicos, sin producir ningtn efecto osmético en el medio de seleccion.

. parl-1D es un mutante dominante con un fenotipo pleiotropico de resistencia
a cationes toxicos (norespermidina, espermidina, NaCl, LiCl), ademads
presenta una integracion compleja de T-DNA en el locus Atlg15030 y este

T-DNA esté ligado al fenotipo de tolerancia a norespermidina.

. El fenotipo pleiotropico de resistencia a cationes toxicos del mutante
parl-1D es debido al aumento de expresion del gen ArQSO2 (locus
Atlg15020). Por el contrario, la pérdida o disminucion de la expresion del
gen AtQSO2 produce un fenotipo pleiotropico de sensibilidad a cationes

tOX1CoS.

. El gen AtQSO?2 codifica una proteina de 55 kDa perteneciente a la familia
QSOX con actividad sulfidril oxidasa que se expresa principalmente en raiz.
Esta proteina se encuentra en la matriz extracelular y se ubica tanto en la

matriz extracelular como en el citoplasma.

. La proteina AtQSOI1 presenta un 76% de homologia con AtQSO2 y se
expresa también en raiz, pero su papel fisiologico es diferente debido a que
los mutantes de pérdida de funcién de A¢QSOI no presentan fenotipo de
sensibilidad cationes toxicos, mientras que los mutantes de pérdida o
disminucién de expresion de 4tQSO2 son sensibles a bajo potasio y cationes
toxicos. Ademas el gen AtQSO2 se induce en condiciones de bajo potasio

mientras que el gen A1QSO]1 se reprime levemente en estas condiciones.
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6. El potencial de membrana de células epidérmicas de raiz no varia entre los
mutantes de aumento o disminucion de expresion de A¢QSOZ2 y el control

silvestre.

7. Existe un aumento en la acumulacién de K' y una disminucién de Na' y Li"
en el xilema y la parte aérea, en condiciones de estrés, en el mutante con un
aumento de la expresion de AtQSO2 (parl-1D). Por el contrario, el mutante
con una disminucion de la expresion de AtQSO2 (parl-2) acumula menos K*

y una mayor cantidad de Na" y Li".

8. El fenotipo de tolerancia a cationes toxicos debido a la sobreexpresion de
AtQSO2 es independiente del canal de entrada de K AKT1 y parcialmente
dependiente del canal de salida de K™ SKOR.

9. El aumento de expresion de 41QSO2 produce un aumento de la carga de K
en el xilema mediante la regulacidon positiva de algun sistema de transporte
de K" desde la raiz al xilema, esto produce un aumento en el potencial de
membrana de las células de la estela disminuyendo asi la descarga pasiva de

cationes toxicos desde la raiz al xilema.
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ANEXO 1: Secuencia de los cebadores empleados en este trabajo

Cebadores empleados para las PCR diagnosticas

upri-1 LP (LP1)
uprl-1 RP (RP1)

parl-2 LP (LP2)
parl-2 RP (RP2)

parl-3 LP (LP3)
parl-3 RP (RP3)

pari-4 LP (LP4)
paril-4 RP (RP4)

gsol-1 LP (LP5)
gsol-1 RP (RP5)

gsol-2 LP (LP6)
gsol-2 RP (RP6)

skor LP
skor RP

Lbbl

5’-CAAGCAAGGTAAGAACTGTTCAAGC-3’
5’-ACCATGCCACAGAAAACCAGC-3°

5’-TCAAGGCTCAGCAGACCCAAC-3’
5’-TGCACATGATCGATACTTTTTGGTG-3

5S-TTTGTTTCTCAACGGAAGGAG-3’
5’-TTTAGGAGGAGCCCAAAAGAG-¥’

5’-CTTGTTGTTGGGTCTGCTGAG-3’
5’-TGCCTATCTGCTTGTTGATCC-3’

5’-GCCTCAACTTTGGAGATTTCCGT-3’
5’-TGAGCGAATGGAAGAAGGTCA-3’

5’-GCCTCAACTTTGGAGATTTCC-3’
5’-AAATGCTTGTGACGGCATTAG-3’

5’-TCAAGAATCTTTAGATCCGGACAGA-3’
5’-ACAGGCGCCAATTTTAGGCAT-3’

5’-GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT-3’

Cebadores empleados para las RT-PCR cuantitativas

Atlg15020f (201)
Atlg15020r (20r)

At2g01270f (701)
At2g01270r (70r)

Factina&

Ractina8

5’-ACACTTGTTCTTGTTGTTGGG-3’
5’-TTGGCGGGGGAATCTTGGAAA-3’

5’-ATGTCTTTGGTGCATCTGC-3’
5’-GGCGGGGGTGTCTTTAAGG-3’

5’-AGTGGTCGTACAACCGGTATTGT-3’
5’-GAGGATAGCATGTGGAAGTGAGAA-3’
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Cebadores empleados para el rescate plasmidico

5’LB 5’-AGATTTCCGAATTAGAATAA-3’
5’ECO 5’-GAAATGGATAAATAGCCTTGC-3’

Cebadores empleados para el analisis de cosegregacion

F30 5’-TTAAATCCAGCTCCCAACAT-3’
5’LB 5’-AGATTTCCGAATTAGAATAA-3’

Cebadores empleados para la realizacion de distintas construcciones

Fusion QSO2-GFP
QS02 Xbal (forward) 5’-TGCTCTAGAGTAATAAACACCAGAGACCTT -3’
QS02 BamHI (reverse) 5’-GCGGGATCCTCTCTCCTTTTCCCTTTCACT -3’

Fusion QSO2-3xHA-6xHIS

QS0O2-Mssl 5° (forward) 5’-TTATTAGTTTAAACGTAATAAACACCAGAGAC-3
QS0O2-Mssl 3’ (reverse) 5-TATATAGTTTAAACTTTCTCTCCTTTTCCC-3’

Cebadores empleados para la construccion de sondas

Atlgl15020F 5’-TCCATTTAAAAAGGCACGTGA-3’
Atlgl15020r 5’-CATCTCTCCTTTTCCCTTTCA-3’
Atlg15030f 5’-GGAGAGCGAAAGCGATTTTA-3’
Atlgl15030r 5’-CAAAGGGTTCACGGACGTAA-3’
5°358S (forward) 5’-CAACATGGTGGAGCACGACA-3’
3’358 (reverse) 5’-GGGATCTAGATATCACATCA-3’

3’BAR (forward) 5’-GGATCTACCATGAGCCCAGA-3’

5’BAR (reverse) 5’-GAAGTCCAGCTGCCAGAAAC-3’
5’ Tub (forward) 5’-CCTGATAACTTCGTCTTTGG-3’
3’ Tub (reverse) 5’-GTGAACTCCATCTCGTCCAT-3’
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ANEXO 2: Datos del GENEVESTIGATOR para el gen AtQSO1

Treatment

Chemical cycloheximide (+)
Hormone: BL FH3BOS (+)
Hormone: salicylic acid (+)
Mutrient: glucoze_2-4-6h
Chemical ibuproten (+)
Chemical ozone_1

Stress: cold_1

Chemical hydrogen peroxide (+)
Mutrigrit: Mitrate_lowee

Light quality: blue

Chemical AghO3 (+)
Chemical uniconszole (+)
Harmane: ABA [+)

Bictic: B. cineres [+
Chemical zearalznons (+)
Hormone: hJ (+)

Chemical 246 T (+)
Chemical furyl acrylate ester (+)
Light quality: UY-2
Chemical brz31 (+)

Light guslity: Uv-88
Chemical MG313 (+)
Chemical propiconazole (+)
Chemical: paclobutrazaole (+)
Chemical chitin (+)
Chemical PROS (+]
Chemical daminozide (+)
Chemical 4-thiszolidinonefacetic acid (+)
Light gquality: white

Light irtensity: light_1
Chemical A%G (+)
Chemical brz220 (+)
Chemical MPA (+)

Stress: cold_3

Hormone: 144 _3

Light quality: far red

Light cquality: red

Hormone: GA3 (+)
Hormone: BL (+)

Chemical prohexadions (+)
Hormone: ethylens (+)
Biatic: P. syringae (+)
Hormone: zestin (+)
Chemical PCIB (+)

Bictic: nematode (+)

Biatic: E. cichoracearum (+1
Mutriert: mannitol_2-4-6+
Stress: wounding
Chemical norflurazon (+)
Hormone: 1424 _2

Stress: heat_1

Siress: osmotic

Hormone: 144 _1

Hormone: ACC (+)

Stress: salt

Biotic: P infestans (+)
Stress: genotoxic

Bictic: M. persicae (+)
Stress: oxidative

Biotic: E. oronti (+)

Stress: drought

Chemical: f-benzyl adenine (+)
Mutriert: sucrose (+)

Mutrient: S deprivation

Stress: cold_2

Chemical syringolin (+)
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Control

Chemical cycloheximide (-]
Hormone: BL FH3BO3 (<)
Hormone: salicylic acid (-)
Mutrient: no_glucoseinannitol
Chemical: buprofen (-1
Chemical ozone_control_1
Stress: control

Chemical: hydrogen peroxide (-)
Mutrient: Mirate_cortrol

Light cuality: dark

Chemical. SghO3 (-]

Chemical. uniconazole ()
Hormone: 284 (-)

Bictic: B. cinerea (-]

Chemical. zearslenons (=)
Hormone: bJ (-]

Chemical 246 T (-)

Chemical. furyl acrylate ester ()
Light guality: dark

Chemical: brz381 (-]

Light cuslity: dark

Chemical: MG313(-)
Chemical: propiconazole [-)
Chemical. paclobutrazale (-1
Chemical: chitin (-1
Chemical; PMOE (-)
Chemical. daminozide (-)
Chemical. 4-thiazolidinonefacetic acid (-)
Light cuality: dark

Light intensity: dark_1

Chemical: A%G (-)

Chemical: brz220(-)

Chemical: NPA (-)

Stress: cold_control _3

Hormone: 184 _control_3

Light cuality: dark

Light cuality: dark

Hormone: GA3 (-

Hormone: BL (-)

Chemical: prohexadione (-]

Hormone: ethylens (-1

Bictic: P. syringae (-)

Hormone: zeatin (-)

Chemical: PCIB (-)

Bictic: nemstode (-]

Bictic: E. cichoracesrum (-1

Mutriert: no_glucoseimannitol

Stress: control

Chemical: norflurazon [-)

Hormone: 1&2,_control_2

Stress: control

Stress: control

Hormone: 18.8_contral _1

Hormone: ACC (=)

Stress: control

Bictic: P. infestans (-1

Stress: control

Bictic: M. persicae (-)
Stress: contral

Bictic: E. ororntii (-]

Stress: control

Chemical: G-benzyl adenine (-]
Mutrient: suctose (-]

Mutriert: S contral

Stress: cold_control_2

Chemical: syringolin (-)
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ANEXO 3: Datos del GENEVESTIGATOR para el gen 4¢10S02

Treatment

Mutrient: glucose_2-4-6h
Chemical cycloheximide (+)
Hormone: S84 (+)1

Stress: cold_3

Stress: cold_1

Hormone: BL FH3BO03 (+)
Hormone: GAZ (+)
Chemical AYG (+)

Biatic: E. cichoracearum (+)
Mutrient: Mitrate_low
Hormane: 184 _1

Chemical brz220 (+)
Hormane: ki (+)

Chemical chitin (+)
Chemical propiconazole (+)
Chemical brz91 (+)
Chemical uniconazole (+)
Chemical daminozide (+)
Chemical paclobutrazole (+)
Chemical 4-thiszolidinonefacetic acid (+)
Stress: hest_1

Hormaone: ethylens (+)
Hormone: zeatin (+)
Hormane: BL (+)

Hormone: salicylic acid (+)
Light gquality: white

Light intensity: light_1
Stress: salt

Chemical zearalznons (+)
Light quality: UY-4B

Biatic: B. cineres [+)

Ligght cuslity: klue

Light quality: far red
Chemical prohexadione (+)
Chemical 246 T (+)

Light quality: red

Chemical MG13 (+)

Light cuality: LW-2
Hormaone: SCC (+)
Chemical PMOS (+)
Hormane: 1448 _3

Chemical buprofen (+)
Stress: genotoxic

Stress: osmotic

Chemical MPA (+)
Chemical syringolin (+)
Stress: wounding
Chemical AgNO3 (+)
Chemical 6-benzyl adening (+)
Chemical furyl acrylate ester (+)
Bidtic: P. syringae [+)
Stress: oxidative

Biatic: E. orontii (+)

Mutrient: = deprivation
Mutrient: sucrose (+)
Chemical PCIB (+)

Stress: cold_2

Biatic: nematode (+)

Stress: drought
Chemical ozone_1

Mutrignt: mannital_2-4-Eh
Chemical hydrogen peroxide (+)
Hormone: 1848 _2

Bidtic: P. infestans (+)

Chetmical norflurazon (+)

Bictic: M. persicas (+)
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Control

Mutrient: no_glucosemannital
Chemical cycloheximide (-1
Hormone: &84 (=)

Stress: cold_control_3
Stress: control

Hormaone: BL FH3B03 (-)
Hormone: GA3 (-1

Chemical A%G (=)

Biatic: E. cichoracearum (-)
Mutrignt: Mirste_control
Hormone: A4 _control_1
Chemical brz220 (-)
Hormane: b (-)

Chemical chitin (-)
Chemical propiconazole (-1
Chemical brz31 (-)
Chemical uniconazole (-)
Chemical daminozide (-)
Chemical paclobutrazole (-)
Chemical 4-thiszolidinonefacetic acid (-)
Stress: control

Hormone: ethylene (-1
Hormone: zestin (-)
Hormane: BL (-)

Hormone: salicylic acid (-1
Light quality: dark

Light intensity: dark_1
Stress: control

Chemical zearslenons (-)
Light quality: dark

Biatic: B. cineres (-)

Light queslity: dark

Light quality: dark

Chemical prohexadione (-)
Chemical 246 T(-)

Light quality: dark

Chemical MG13 (-1

Light quality: dark

Hormone: ACC (-1

Chemical PMOS (-)
Hormone: |44 _control_3
Chemical buprofen (-)
Stress: control

Stress: control

Chemical: MPA (=)

Chemical syringolin (-)
Stress: control

Chemical AgO3 (-)
Chemical §-benzyl adening (-]
Chemical furyl acrylate ester (-)
Biatic: P. syringae (-)
Stress: control

Biatic: E. orontii (-)

Mutrient: S control

Mutrient: sucrose (-)
Chemicak PCIB (-)

Stress: cold_control_2
Biatic: nematode (-)

Stress: control

Chetnical ozone_control_1
Mutrignt: no_glucosednannitol
Chemical hydrogen peroxide (-1
Hormaone: A4 _control_2
Bictic: P. infestans (-)
Chemical norflurazon (-)

Bictic: M. persicas (-]

240



Anexos

ANEXO 4: Condiciones empleadas para los diferentes tratamientos en el
analisis de expresion de A1QS02 y AtQSOI en el GENEVESTIGATOR

Tratamiento con ABA: Plantulas de 7 dias en medio MS liquido con 10 uM de &cido

abscisico durante 3 horas.

Tratamiento con H,0;: Plantulas de 5 dias en medio MS liquido con 20 mM de peroxido de

hidrégeno durante 1 hora.

Tratamiento de estrés salino: Plantas de 18 dias en medio MS liquido con 150 mM de NaCl

durante 6, 12 y 24 horas.

Tratamiento de estrés oxidativo: Plantas de 18 dias en medio MS liquido con 10 uM de

metil viologeno durante 6, 12 y 24 horas.

Tratamiento de estrés osmotico: Plantas de 16 dias en medio MS liquido con 300 mM de

manitol durante 6, 12 y 24 horas.

Tratamiento con ciclohexamida: Plantulas de 7 dias en medio MS liquido con 10 uM de

ciclohexamida durante 3 horas.

Tratamiento con acido borico: Cultivo de células (7 dias) en medio MS (1 ug /ml 4cido 2,4-
diclorofenoxiacético y 3% sacarosa) liquido con 1 uM de brasinolide y 10 uM de 4cido borico

durante 6, 8 y 10 dias.

Tratamiento con acido salicilico: Plantulas de 7 dias en medio MS liquido con 10 uM de

acido salicilico durante 3 horas.
Tratamiento con siringolina: Aplicacion de 20 uM de siringolina en las hojas

Tratamiento con frio (cold _1): Plantas de 18 dias en medio MS liquido sometidas a 4 °C

durante 6, 12 y 24 horas.

Tratamiento con frio (cold 2): Plantas de 43-45 dias (inflorescencia 1-2 cm) en tierra

sometidas a 4 °C durante 14 dias.

Tratamiento con frio (cold 3): Plantulas de 10 dias en medio MS solido sometidas a 4 °C

durante 1 y 24 horas.
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Tratamiento de ayuno de azufre: Plantulas de 10 dias en medio MGRL so6lido sin sulfatos

durante 6, 12 y 24 horas.

Tratamiento con glucosa: Plantulas de 8 dias en medio MS liquido con 3% de glucosa

durante 2, 4 y 6 horas.

Tratamiento con Myzus persicae: 2 hojas adultas de la roseta fueron infectadas con 10

afidos durante 8 horas.

Tratamiento con norflurazona: Plantulas de 5 dias en medio MS so6lido con 5 uM de

norflurazona.
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