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I. Introduccién

|. INTRODUCCION

I. 1. El problema de la salinizacion del suelo emlagricultura.

Se puede definir Igalinizacibncomo un aumento en la concentracion de salessejue
produce en la solucion del suelo y que se mardfipstr un incremento de la conductividad
eléctrica de la misma (Custodio, 1983). De entseskdes solubles presentes en los suelos los
sulfatos son los que menor toxicidad presentan tnaigrgue las sales cloradas son altamente
téxicas. En relacidén a los cationes, las salesaddiresentan una toxicidad muy alta y ademas,
en el caso de que los aniones sean carbonatoanpdi@tos, su efecto adverso se ve aumentado
por la alcalinizacién que originan (pH de 9.5 a5)l@Shainberg y Letey, 1984). El subtipo de
salinizacion generado por Na&e denomina “sodicidad”. Las acepciones “estrémasal
“salinizacion” o “salinidad” realizadas en estebfi se referirdn Unica y exclusivamente al
componente sodico de las mismas.

La salinidad de los suelos puede deberse a cauwdasales o ser el resultado de
actividades antrépicas. Los suelos salinos sooosgpile regiones de clima seco, pues dada la alta
solubilidad de las sales éstas tienden a movikzhego clima himedo. La presencia de sales en
exceso procedentes de la roca madre o de mar#&igds salinos que suben por capilaridad a la
superficie (zonas costeras), o bien por contammacdn el mar (tsunami, marismas, deltas) son
tipicas causas naturales de salinizacion. Adicineate la actividad agraria y sobretodo el
cultivo de regadio cuando se lleva a cabo con agaes un cierto contenido en sales
(subterrdneas, de embalses o rios) son importeatesss de salinizacion de suelos. De las 230
millones de hectareas mundiales dedicadas al cudevregadio, 45 millones estan afectadas por
un exceso de sales (19.5%). En cambio, de las dfilithes de hectareas de suelos de secano,
s6lo 32 millones estan afectados por la salinizat®1%) (Oldemart al, 1991).Es clésico el
ejemplo de la region de Mesopotamia en la queilizaagion de aguas de riego salinas condujo la
pérdida de la productividad de las tierras y fuedasa de caida de la civilizacion sumeria hace
unos 5000 afios.

La salinidad es el factor abidtico con mayores eonsncias para la productividad en
agricultura (Allakhverdiewet al, 2000). La mayoria de las plantas de interésnégnco son
glicofitas por lo que dificilmente toleran una egj@n prolongada incluso a una salinidad leve.
Asi pues, la sodicidad del suelo ocasiona gravedidas en la agricultura y por ende en el
desarrollo econdmico de los paises que dependezilaleSegun el mapa mundial de suelos
publicado por la FAO/Unesco, en Espafia se calautaumas 800.000 hectareas estan afectadas
por sales. A nivel mundial la cifra se eleva a #8dones de hectareas cultivables, de las que una
parte importante son consecuencia de las actividadeicolas. Si no se adoptan las medidas
oportunas el efecto global de la salinizacion puksdgr a ser devastador, con un 30% de tierras

cultivables afectadas dentro de 25 afios y hasE®4nen el afio 2050.
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Para la remediacion de suelos salinos es neceddeavado de las sales mediante riego
con aguas bajas en sales (agua de lluvia). Adeemdsa mayoria de los casos, es preciso el
drenaje artificial del agua filtrada para evitaregascienda el nivel freético de la zona, que
aportaria nuevas sales al suelo. Para ello selanataleterminada profundidad del suelo un
sistema de tubos de recogida del agua para suamr@opor unos canales de desagtie. La FAO
ha desarrollado una amplia experimentacién corsestbemas de remediacién en las marismas
del Guadalquivir. No obstante y debido a sus elevanbstes, estas estrategias resultan inviables
en la gran mayoria de los terrenos (Tester y Darenp003). El desarrollo de nuevas estrategias
que contribuyan a la mejora de la estabilidad gireiento de los cultivos en terrenos salinos es
por tanto un objetivo prioritario en muchas linales investigacion actuales. Asi pues, una
estrategia complementaria al desarrollo de nueigtentas de remediacién de suelos seria el
incremento de la tolerancia a sal de los cultiveliante introgresion genética usando tanto
técnicas de seleccién tradicionales, como progradegasnejora basados en los marcadores
moleculares y la ingenieria genética (Hasegeial, 2000; Koyamaet al, 2001; Borsanét al,
2003; Flowers, 2004).

La seleccion de plantas halotolerantes mediantecEs de genética clasica conlleva un
grave inconveniente y es que durante afios se leavald® que la adaptacion de las plantas al
estrés salino induce respuestas que, aunque impestiente a dicho estrés, afectan de un modo
adverso a la productividad (Binzefl al, 1985; Bressast al.,1990). Por el contrario en muchos
cultivares modernos, obtenidos por procesos derméjadicional, se ha comprobado que el
acervo genético para genes de tolerancia a ladsdires muy limitado (Yeo y Flowers, 1986;
Flowers, 2004) lo que evidencia una correlacionatieg entre lodoci responsables de los
elevados rendimientos y aquellos requeridos pat@deancia a sal (Foolaat al, 2001). Se hace
necesario pues el empleo de la biotecnologia amiskeccién y manipulaciéon de los genes
implicados en los mecanismos de halotoleranciarg pa estudio de su influencia sobre los
procesos celulares basicos como la division, lerelifciacion y la expansion celular, los cuales
tienen un impacto fundamental en el crecimient@stgrior desarrollo de las plantas (Hasegawa
et al, 2000; Zhu, 2001).

I. 2. Efectos del exceso de sal en las plantas.

A diferencia de los animales, las plantas son a@sgaws sésiles que no pueden escapar
cuando las condiciones del medio se vuelven advegrgmr tanto deben desarrollar mecanismos
de adaptacion para poder sobrevivir. Una plantaajeee sobre suelos con exceso de sal se
enfrenta a tres grandes dificultades: estrés osmatnico (toxicidad iénica) y oxidativo. De un
lado el exceso de sales desciende considerablement@otencial hidrico del suelo
(hiperosmolaridad) haciendo mas dificil para lanfdala absorcion de agua. Esto ocasiona la

deformacién de la membrana plasmética y la redoad@la turgencia de la célula, lo que a su
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vez restringe la expansion celular y ralentiza famto el crecimiento de la planta (Munns y
Termaat, 1986; Hasegawaal, 2000; Zhu, 2002). Un potencial hidrico suficeanente negativo
en el apoplasto podria llegar a producir pérdidasghia capaces de mimetizar los procesos de
deshidratacion que ocurren en casos de extremdasd®or otro lado un entorno apoplastico
hipersalino origina la perturbacion de la homeadsti&Emica celular (hiperionicidad), no sdélo del
Na" y el CI sino también del Ky del Cd" (Niu et al, 1995). Se produce un flujo intracelular de
iones N& que altera el potencial de membrana plasmaticaréaiendo la entrada de anién.Cl
Ambos iones en exceso acttan como inhibidores dehmsuprocesos celulares en diversos
organulos subcelulares y en el citosol (Kiual, 1995; Serranet al, 1999; Hasegawat al,
2000). Concentraciones salinas superiores a 0.4rivcapaces de inhibir la mayor parte de las
actividades enzimaticas debido a procesos de deatizacion ya que el exceso de cargas rompe
el equilibrio electrostatico requerido para el neaithiento de la estructura terciaria y cuaternaria
de las proteinas (Wyn Jones y Pollard, 1983). Aekpa toxicidad idnica es la responsable de la
perturbacion de la mayoria de procesos cruciales lpasupervivencia de la planta como son la
fotosintesis, la sintesis de proteinas, el metsinolienergético y lipidico, etc. (Pariga al.,
2005). La tercera dificultad a la que se enfretdanplantas que crecen en ambientes salinos la
constituye el estrés oxidativo. Las alteracionestab@icas originadas por la sodicidad
desencadenan la produccion de determinadas espggiagas, como los radicales superdxido
(029, el peréxido de hidrogeno §8,) o los radicales hidroxilo (OH(Moran et al, 1994;
Borsaniet al, 2001b) que pueden originar dafios oxidativosienMembranas y macromoléculas.
Estas moléculas, conocidas globalmente como espeesgctivas de oxigeno (ROS, por su
acepcion ingles®eactive Oxygen Spedieson producidas en condiciones normales en ppeces
celulares aerdbicos como el transporte electréaicmitocondrias o cloroplastos, o durante los
procesos de fotorespiracion (Chinnusaetyal, 2004). Las plantas han desarrollado varias
estrategias antioxidantes para neutralizar dicbpsoies toxicas que incluyen enzimas como la
catalasa, la superoxido dismutasa (SOD), ascopgmtuxidasa (APX) y glutation reductasa, asi
como moléculas no enziméaticas como el ascorbatgtatgin, carotenoides y antocianinas.
(Bowler et al,, 1992; Noctor y Foyer 1998). Asi pues en condieode estrés salino se potencia
la maquinaria celular encargada de la detoxificacié ROS para minimizar los dafios celulares
provocados por la salinidad.

El estrés i6nico, osmético y oxidativo generadosys@ elevada salinidad provocan una
serie de efectos secundarios entre los que seyarclla deficiencia de potasio (K un mal
funcionamiento y desorganizacion de las membraelagaces, la desregulacion enzimética tanto
de procesos fotosintéticos como de otros procésiosofjicos, dafios oxidativos por parte de las
ROS y la activacion de los procesos de muerte pnoga (Serranet al, 1999; Hasegawet al,
2000; Rodriguez-Navarro, 2000; Zhu, 2003; Pagtlal, 2005). Mientras que el sodio (Na&n

exceso puede llegar a ser deletéreo para la pkdrita,es un nutriente esencial en su crecimiento
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por su importante papel en el mantenimiento delibgo osmatico, en la apertura y cierre de los
estomas y como co-factor de enzimas como la pioukiatasa. Muchos de los transportadores y
canales de membrana plasmatica encargados de daderK tienen una cierta afinidad por el
Na’ por lo que un exceso de Naxtracelular compite con el flujo intracelular dédausando un
descenso de la proporcion citosdlica déN&™ y en consecuencia una deficiencia de(Kiu et

al., 1995; Rodriguez-Navarro, 2000). En este contegtiundamental el papel que desempefia el
Ca™ extracelular, ya que es capaz de disminuir lacidad del N& mediante el blogueo su
entrada a través de los canales no selectivos titnes monovalentes tipo CNGCsy¢lic-
nucleotide gated chane{Maathuiset al, 2001; Talkeet al, 2003; Gobertt al, 2006). Los
lipidos son el componente estructural mas impaetalet las membranas celulares y objetivos
faciles de las reacciones de oxidacion por las R@®xidacion de lipidos, ademas de ocasionar
la desorganizacion y disfuncién de las membranadates, genera intermediarios altamente
reactivos y dificiles de eliminar capaces de modifpermanentemente proteinas y ADN (Singh,
2002). Ademas de bloquear la cascada de enzimasirf@ticas, el exceso de sales reduce los
contenidos totales de clorofila y carotenoides (dedezet al, 1995; GOmezt al, 1999) y
desorganiza las estructuras tilacoidales de losmlastos (Hernandet al, 1995; Gémeet al,
1999), efectos que redundan en una disminuciorse de la asimilacion de GQor la planta.
Como consecuencia del dafio oxidativo la planta atan& produccion de proteasas, para
eliminar las proteinas desnaturalizadas y evitaagegacion; y de chaperonas y proteinas tipo
LEA, encargadas de proteger a las proteinas dee$maturalizacion y de mantener su
conformacion funcional (Vierling 1991; Hendrick yaHl 1993; Bostoret al, 1996; Hartl 1996;
Waterset al, 1996; TorOket al, 2001) funciones ambas cruciales para la supsmgia de la
planta en condiciones de estrés.

Este conjunto de efectos moleculares de la satiridaexteriorizan en la planta completa
como una reduccién del crecimiento y del arearfoiaguida de clorosis y muerte celular en las
hojas mas viejas. Igualmente se produce un descpasente en la productividad que
eventualmente puede desembocar en la muerte drdtaplLa supresién del crecimiento es
comun a todas las especies de plantas, pero slesde tolerancia y reduccion del crecimiento

varian entre las distintas especies segun susenidel halotolerancia.

I. 3. Organismos modelos.

Un sistema modelo es un sistema simple e idealjZaditmente accesible y manipulable
que se emplea en el estudio de sistemas mas complepas dificiles de manejar. Cuando se
seleccionan organismos vivos para utilizarlos comadlelos se aplican ciertos criterios seleccion
que dependen de los propositos experimentalesddetabajo, no obstante todos los organismos
modelos cumplen tres caracteristicas comunes fuedanes: rapido crecimiento con ciclos de

vida corto, pequefio tamafio adulto y facil dispdididd y ductilidad (Bolker, 1995).
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I. 3. A. Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo.

La levaduraSaccharomyces cerevisias un hongo unicelular ampliamente utilizado como
organismo modelo en la investigacion biolégica. gus posee una complejidad genética muy
superior a las bacterias, comparte muchas de lasjas técnicas que han permitido el rapido
avance en la genética molecular de los procariptags virus. No obstante la levadura es un
microorganismo eucariético por lo que puede setwimodelo en el estudio de procesos celulares
basicos que se conservan en eucariotas superisobsetodo en plantas. Algunas de las
caracteristicas que hacen de la levadura un orgarigdeal para los estudios biolégicos incluyen
su rapido crecimiento en forma de células dispesano-patogenicidad, su bien definido sistema
genético, el elevado nimero de marcadores auxzigdfy genotipos desarrollados hasta hoy, y
principalmente la sencillez y versatilidad con quesde ser transformada. Se puede introducir
ADN en células de levaduras tanto en forma de mtdéaeplicativas (plasmidos), como mediante
su integracibn en el genoma por recombinacion hogadl A diferencia con otros
microorganismos S.cerevisiaepuede existir en estado haploide y diploide, l@ dacilita el
andlisis genético de los alelos mutantes. Adem&gdambinacion homdloga ha permitido la
creacion de una coleccién Unica de cepas disrgsai® levadura (Open Biosystems) que resulta
de gran utilidad en el estudio funcional de gereeledadura y de otros organismos. Finalmente el
acceso a la secuencia de nuclettidos del genomaletonde la levadura en el afio 1996 ha
permitido la répida identificacion de genes y etud® de su expresion en determinadas
condiciones mediante los analisis de “chips de ADREr todo ello, la levadur@. cerevisiada
sido en nuestro trabajo el organismo de eleccida @laislamiento y caracterizacion inicial de los

componentes del sistema SOS de plantas.

I. 3. B. Modelos genéticos vegetales empleados en diseccion de los mecanismos de
halotolerancia.
I. 3. B. 1.Arabidopsisthaliana como sistema modelo en dicotiledéneas.

Arabidopsis thalianaes una planta con flor de pequefio tamafio emplaagdiamente
como modelo de estudio en biologia de plantasefece a la familia de las Brasicaceas, que
incluye especies como la col o el rabano y, ausguienportancia agronémica es escasa, ofrece
grandes ventajas para la investigacion basica pétiga y biologia molecular. Su importancia
radica no so6lo en su pequefio tamafio, su cortoduerde generacion (aproximadamente 6
semanas) o los miles de semillas que se obtieneradi planta, sino también en el reducido
tamafio de su genoma (solo cinco cromosomas) ghade ideal para el mapeo genético y ha
facilitado su completa secuenciacién en el afio 2@@bcionalmente su transformacién con
Agrobacterium tumefacierss muy sencilla y eficiente lo cual no sélo supona ventaja en si
misma, sino que ha permitido la creacion de unaitapte coleccion de mutantes por insercion

de T-ADN (SIGnAL). Arabidopsises una planta glicofita y muy sensible a la inhdvicdel
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crecimiento y al dafio producido por la sal, pogiee se podria pensar que no es un modelo
adecuado para el estudios de los mecanismos dertole a salinidad. Sin embargo, las
diferencias entre glicofitas y hal6fitas parecen segantitativas mas que cualitativas, y los
mecanismos béasicos de tolerancia a sal parecercestervados en ambos grupos (Haseggwa
al., 1994). De hecho la aplicacién de las herramgmntaleculares existentes Arabidopsisha
permitido un progreso sin precedentes en la ideation de los determinantes de tolerancia a
estrés salino, incluyendo componentes de las cascdd sefializacion que controlan las
respuestas de la planta a elevada salinidad (Haaegfaal, 2000; Zhu, 2000; 2002; 2003;
Bressanet al, 2001; Xionget al, 2002; Shinozaket al, 2003). Adicionalmente la relativa
variabilidad en la sensibilidad a sal de los dissnecotipos dérabidopsispodria ser de gran
utilidad en la identificacion de los QTLs (del idgl Quantitative Trait Loci) responsables de

dichas diferencias en la halotolerancia.

I. 3. B. 2.0ryza sativa como sistema modelo en monocotiledéneas.

El arroz es una planta monocotiledonea perteneceeta familia de las Poaceas y cuyo
cultivo proporciona un comestible que constituyéddse de la dieta en el continente asiatico.
Todas las formas cultivadas de arroz pertenecen especieOryza sativa(arroz asiatico), y
minoriatariamente &ryza glaberrima(arroz africano). Dentro de la espedle sativa se
diferencian dos grupos de variedades o subespeleireminadaslaponica e Indica. Las
variedades pertenecientes al grupeponica se distinguen por unos granos mas cortos y
redondeados y se cultivan tipicamente en paiseBnd@ templado como Japon, Corea, Norte de
China, Australia y Europa. Las variedades del giagaa producen unos granos mas alargados
y estrechos y se cultivan tipicamente en paiseslide tropical y sub-tropical como India,
Pakistan, Tailandia, Vietnam, Filipinas, Sudaméyidafrica. Diversas razones han favorecido la
eleccion del arrozQryza sativa de entre los demas cereales, para su secuemcigenbmica
completa. En primer lugar se trata de una plamipidie y su genoma es el mas pequefio de
todos los cereales, con sdlo 430 millones de ntidizsh EI genoma de otros cereales de interés
agrondmico como el maiz y el trigo es cinco y halaveces mayor que el del arroz. No
obstante, comparaciones preliminares entre losedifes genomas de cereales revelaron amplios
bloques de genes homélogos con un orden relatii@mennservado. Este fendmeno,
denominado sintenia, hace del arroz un buen punfmadida para la caracterizacion de genes de
otros cereales y para su asociacion a diversdsutds agrondmicos. Asi pues, el arroz puede
servir como organismo modelo para el grupo de lasoeotiledéneas, de la misma forma que
Arabidopsis thalianaes el organismo modelo de las dicotiledoneas. sklde del arroz es
ademas interesante en si mismo pues este ceresituygm el alimento basico de mas de la mitad
de la humanidad y su cultivo representa méas del 8% produccion mundial de cereales. El

estatus de organismo modelo en el arroz se apogasa® en la existencia de numerosos
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recursos y técnicas para su estudio, como por éemapas gendmicos excelentes y eficientes
técnicas para su transformacion genética. Finaknkntexistencia de un elevado numero de
variedades y cultivares adaptadas a muy diversadicdones ambientales es una herramienta de

gran utilidad en la basqueda de los QTLs respoasal# dicha variabilidad.

I. 4. Respuestas adaptativas frente a estrés salino

Las plantas, tanto halofitas como glicofitas, swrapaces de tolerar elevadas cantidades
de sales en el citoplasma por lo que han desatoolia abanico de mecanismos moleculares y
bioquimicos que se coordinan y actlan sinergisticaen en la adaptacion de la planta al estrés
salino Hasegawat al, 2000).

Un factor fundamental que determina la halotoldeade una planta es el mantenimiento
de una correcta homeostasis idnica y osmoticaed imtracelular. La homedstasis idnica requiere
el funcionamiento y coordinacion de procesos qaa sapaces de controlar la adquisicién del
Na'y de facilitar su compartimentacion en la vacudau(et al, 1995; Hasegawat al, 2000;
Zhu, 2003). La vacuola es un compartimento clava [gaexpansion celular pues la acumulacion
i6nica en dicho orgénulo facilita el ajuste osmbtjcie requiere el crecimiento, minimizando a su
vez la toxicidad ionica en el citosol y en el rest® los organulos. La regulacion de la
homeostasis osmotica a nivel intracelular se realiediante la acumulacién de osmolitos
compatibles en el citosol (Hasegaetral, 2000). Menos conocidos son los procesos que se
llevan a cabo a nivel de tejidos y organismo cotopgbara el mantenimiento del balance i6nico y
osmoético. Por ejemplo, existe una coordinacioneeraices y parte aérea que moviliza los iones
toxicos para su almacenamiento en tejidos metabmate inactivos (glicofitas) o glandulas de
secrecidn especializadas (halofitas) (Zhu, 200@)jardolos de los meristemos y de células
metabolicamente activas, no obstante los mecanismaleculares involucrados en dichas
respuestas aun no se conocen totalmente (Munng; Bedthomieuet al, 2003). Por tanto, el
establecimiento de la homeostasis idnica y osm@ikisterior a un estrés salino es esencial para
estabilizar los estados fisioldgicos y bioquimioesesarios para el crecimiento y el desarrollo
del ciclo vital de la planta (Bohneat al,, 1995).

l. 4. A. Homeostasis ionica.

El potasio es el cation monovalente preferido pdas las células vivientes, sin embargo
en muchos ambientes terrestres la disponibilidacktlees limitada y a menudo restringe el
crecimiento potencial de muchas plantas. El sodioagnbio es un cation ubicuo pero no esencial
gue puede resultar toxico para muchas especiestalegecuando se presenta en elevadas
concentraciones (Hasegawhal, 2000). La mayoria de las células mantienen onaentracion
relativamente elevada d€ i baja de Naen el citosol y esta homeostasis intracelular tg Ka’

es crucial para la actividad de muchas enzimasdlitas, y para el mantenimiento del equilibrio
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osmoético que determina el volumen celular. La mamérplasmética de las células vegetales
presenta en condiciones fisiolégicas un potendélteco interior negativo que oscila entre los -
120 y los -200 mV (Niet al, 1995; Hirschet al, 1998; Borsangét al, 2001a; Rubiet al, 2004)

y que favorece el transporte pasivo de ambos @siomonovalentes (Ko N&) al citosol. Cuando

la concentracion de Naumenta en el medio extracelular, el potenciaidenbrana sumado al
diferencial de concentraciones de “Nentre ambos compartimentos establecen un gradiente
electroquimico a través de la membrana plasmatiegayorece el influjo pasivo de Nal citosol

(Niu et al, 1995). La entrada de Na favor de gradiente podria elevar la concentracitdsolica

de dicho i6n en > 100 veces comparada con la ctnacéin apoplastica (Niat al, 1995), hecho
que podria afectar negativamente al estado fismdde la célula, pudiendo incluso llegar a
inducir su apoptosis (Serrangt al, 1999). Asi pues en condiciones de estrés saino
mantenimiento de la homeostasis idnica intracelulde las concentraciones apoplasticas de iones
es fundamental para el normal desarrollo de latplay la capacidad para mantener dicha

homeostasis es un determinante directo del gradialdéolerancia de la planta.

l. 4. A. 1. Regulacién de la distribucion de Naen la planta completa.

La homeostasis idnica global en la planta complgiaiere una coordinacion precisa entre
los mecanismos intrinsecamente celulares y aqugllesoperan a nivel intercelular, en tejidos y
organos (Flowerst al, 1977; 1986; Greenway y Munns, 1980; Hasegatval, 2000; Munns,
2002; Munnset al, 2002). Para alcanzar este ajuste, procesos ebtransporte de Nadesde la
raiz, la redistribucion del exceso de*Nala parte aérea para su acumulacién en hojasswej
glandulas salinas, y la recirculacion del excesbla@edesde la parte aérea a través del floema para
su secrecion en la raiz (Munns, 2002; Berthongtal, 2003) se coordinan con los procesos
reguladores de los niveles de *Natracelulares evitando asi que alcance nivelegdéxque
pudieran interferir con procesos celulares vital@mso la fijacidn del carbono y la asimilacion de
nutrientes.

La absorcién del Natiene lugar inicialmente a nivel de las célulasdémnicas y
corticales de la raiz. En base a estudios biogosnjcelectrofisioldgicos se han propuesto tres
rutas alternativas para la absorcién del plar la planta (Tester y Davenport, 2003). Dosltes e
de tipo simplastico, estdn mediadas por transpomady se pueden distinguir por su relativa
sensibilidad al calcio extracelular. La tercera d@nominada “flujo de desvio”, se atribuye a la
filtracion a través del apoplasto debida a discamtiades en la endodermis. Las células
endodérmicas constituyen un importante punto dér@oy regulacion del transporte radicular de
iones desde la solucion del substrato debido dajbanda de células suberizadas de Caspari es
una barrera impermeable para el movimiento apoptéste solutos (Azaizeh y Steudle, 1991;
Cruzet al, 1992; Niuet al, 1995; Amayeet al, 1999) que por lo tanto obliga a que el movinaent

de agua e iones se realice de un modo simpla8inocembargo la existencia de un movimiento
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importante de iones a través de areas de la ralasenuales la endodermis no se encuentra
totalmente desarrollada (apice de la raiz, inidesraices secundarias) pueden ser importantes
puntos de entrada de iones (Ya@daal, 1996; Yecet al, 1999). La contribucion relativa de cada
via de absorcion es variable en funcién de la éspelas condiciones de crecimiento. El flujo de
desvio es particularmente aparente en algunasiespieccereales como el arroz (Ygal, 1986)
donde la variabilidad natural en la toleranciansalentre los distintos cultivares esta en parte
determinada por ciertos QTLs que controlan carestelel desarrollo vegetativo de la planta
(Koyamaet al, 2001). Con respecto al transporte simplasticdNde como se ha comentado
anteriormente, el gradiente electroquimico dé Waravés de la membrana plasmatica de las
células vegetales favorece su transporte pasiwitadol. Pese a que la identidad exacta de los
transportadores implicados en la absorcion dé &ian no es clara, datos bioquimicos y
electrofisiolégicos apuntan a la actividad de tassportadores de alta afinidad ded¢ tipo HKT
(Rubioet al, 1995; Ruset al, 2001; Maseet al, 2002), a los canales no selectivos de cationes
(NSCCs) (Amtmann y Sanders, 1999) y a los tratiagores de cationes de baja afinidad como
LCT1 (Schachtmaet al, 1997). No obstante estos no son los Unicos n&nas propuestos ya
que la adquisicion de Na través de la membrana plasmatica ha sido tarahi®uida a sistemas
de transporte de alta afinidad dé& &omo los KIRCs (del ingléK® inward rectifying channe)s
entre los que se incluye AKT1, los KORCs (del isglé outward rectifying channely la familia

de cotransportadores'/” del tipo KUP/HAK (Maathuis y Amtmann, 1999; Blumidzet al,
2000). Una vez alcanzado el citoplasma, el’ Ma desplaza a través de las conexiones
intercelulares (plasmodesmos) hasta las célulda dstela radical donde de nuevo abandona el
simplasto mediante su eflujo a través de la mensbpdesmatica hacia el espacio apoplastico del
xilema, donde sera conducido hasta la parte aérda planta. El transporte del Na través del
xilema tiene lugar a favor del flujo transpiracibres decir el movimiento de agua conducida por
la evaporacion (o transpiracion) final a nivel de hojas. Una respuesta primaria a una elevada
carga de iones en el xilema es la reduccién dgl franspiracional mediante el cierre estomatico.
Esta respuesta es sin embargo efectiva s6lo aglezo pues el cierre estomatico limita funciones
tan vitales como el control del balance hidricdijjécion del carbono y el transporte de solutos en
la planta (Hasegawat al, 2000). Tras la llegada al espacio apoplastid@rfoel Na es
transportado a través de la membrana plasmatioiac@ara su compartimentaciéon en la vacuola.
A este nivel se produce una redistribucion del éize tiende a acumularse preferentemente a nivel
de las hojas senescentes (y metabdlicamente metinessay, en algunas especies de halofitas, en
glandulas salinas especializadas que actian comidexos de sodio (Floweet al, 1977; 1986).

Se ha propuesto también una redistribucion del Na través del floema que evitaria la
acumulacion de niveles citotoxicos de'lea células jovenes y metabdlicamente mas actigaey
puede ser critica para el normal crecimiento y meba de la planta (Greenway y Munns, 1980;
Jeschke, 1984; Munns, 2002).
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El patron de contenidos ionicos del mutarsiesl de Arabidopsisy la expresion
preferencial deSOSlen las células parenquiméticas que rodean al aileam resultados que
confirman el papel de este antiportador/Na en el transporte de Na larga distancia en la
planta. Cuando crecen en presencia de un excea’'dé00 mM NacCl), las raices y parte aérea
de plantas dérabidopsis mutantesoslacumulan mas Ngue las plantas silvestres; en cambio,
en respuesta al estrés salino moderado (25 mM NeCtontenido de Ndel mutantesosles
considerablemente inferior al encontrado en latplailvestre (Ding y Zhu, 1997; Shit al,
2002). Este resultado en principio discrepantg@usele explicar en base al papel que representa el
antiportador SOS1 en la carga de sodio al torneilgenatico. Cuando la salinidad es moderada,
SOS1 funcionaria cargando Nen el xilema de la raiz para su distribucion cdatta a la parte
aérea y su almacenamiento en las células del rfegéfia hoja. En condiciones de estrés salino
severo, el Napodria acumularse rapidamente en la parte aéreaasdo la capacidad de la
vacuola para compartimentar dichos iones. En estadiciones, SOS1 retrasaria la descarga de
Na" desde el xilema mediante el eflujo de*Ntesde las células del parénquima xilematico,
posibilitando asi una velocidad neta de acumulacdénNd que sea conmesurada con su
compartimentacion en las vacuolas (%hi al, 2002). Por otra parte, analisis genéticos y
electrofisiologicos indican que el transportadorAtabidopsis AtHKT1, podria estar asimismo
implicado en el transporte de Nalarga distancia en la planta (Sunatpal, 2005; Berthomieet
al., 2003). La expresion del gextHKT1 se localiza en la membrana plasmatica de lasaselul
parenquimaticas del xilema (y posiblemente tamdirfloema) de raices y hojas (Sunapal,
2005; Méaseet al, 2002; Berthomieet al, 2003) (Figura 5). La disrupcion é¢HKT1en plantas
de Arabidopsisorigina un aumento significativo en el contenigdonde Na en la parte aérea que
se acompafia de una reduccion concomitante deigelesnen la raiz (Masest al, 2002;
Berthomieuet al,, 2003; Rust al, 2004). Estos datos son consistentes con el pap&tHKT1 en
la descarga selectiva de sodio desde los vasodateh hacia sus células parenquimaticas para su
almacenamiento vacuolar y/o su recirculacion flagraalesde la parte aérea a la raiz, protegiendo
de este modo al tejido foliar del estrés salinoné®pi et al., 2005). Asi pues el mutante de
Arabidopsiscarente de la actividad transportadora de HKTtledigiente en la recirculacion del
Na" a través del floema y en su descarga desde lass @&l xilema y por consiguiente su
sensibilidad a sal es debida a la excesiva acuidulde N& en el tallo y las hojas. No obstante es
un hecho desconcertante que la mutadiktl se aislara como un supresor extragénico de la
hipersensibilidad a sal del mutarstes3(Ruset al, 2001). SOS3 es una proteina que une calcio
que interacciona y activa a la proteina kinasa SQ®$2 a su vez, fosforila y estimula al
intercambiador N@H" de membrana plasmatica SOS1. La mutacion de daedqde los genes
SOS (S0S1, SOS2 o SOS3) aumenta la absorcion edt@ d/ genera un fenotipo mutante de
halosensibilidad (Zhu, 2003). La disrupcionHET1 en un mutantsos3reduce la acumulacion

neta de Nay alivia su fenotipo de deficiencia dé Kuando crece en medios pobres eii (15
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mM) y K* (<200 uM) (Méaseret al, 2002; Ruset al, 2001, 2004). Estos resultados indican que
AtHKT1, mas que favorecer la nutricion dé, Kctia como un efector negativo pues su supresion
resulta en una mejora, mas que una exacerbacibferaipo de deficiencia de ‘Kdel mutante
sos3(Ruset al, 2001), y pueden ser interpretados en el contdattdransporte a larga distancia y
recirculacion del Naen Arabidopsis En el mutantesos3 la extrusion de Naen la raiz esta
deteriorada debido a la insuficiente actividad @S$ en la epidermis radicular (Qétial, 2002;

Shi et al, 2002). SOS1, al igual que HKT1, se expresa pFafemente en las células
parenguimaticas del xilema, donde contribuye aal@a de Naa los vasos del xilema para su
transporte a la parte aérea a razén del flujo pieacional (Shiet al,, 2002). Consecuentemente en
los mutantesosly sos3se produce una sobreacumulacion deevela estela de la raiz (Shial.,
2002; Zhu, 2003) donde la deposicion incrementallalemediante su descarga del xilema jugaria
en su detrimento y se evitaria mediante la inacitivadel transportador AtHKT1 (Sunarngi al,
2005). De hecho los mutantes aislados3y hktl exhiben acumulacion de Nan raices y parte
aérea, respectivamente, en tanto que el doble tewtas3 hktldemuestra una particion de Na
mas balanceada que se acerca mas al perfil endomnaplantas silvestres (Reisal, 2004). Este
modelo también explica la interaccion fenotipic&reetos mutantesos3y hktl en relacion a la

nutricion de K, hecho que se discute mas detalladamente enréhdpé8.C. de esta Tesis.

l. 4. A. 1. a. Organos especializados de desalinizén.

Dependiendo de su nivel de tolerancia a sal laggdase pueden clasificar en dos grandes
grupos: halofitas y glicofitas. Tanto las plantag gon nativas de ambientes salinos (halofitas)
como las que no lo son (glicofitas) utilizan mesams comunes, a nivel celular y de organismo
completo, para tolerar la sal (Hasegawal, 2000; Zhu, 2003), si bien algunas halofitasdfizls
secretivas) han desarrollado evolutivamente digeestructuras morfolégicas de adaptacion a
ambientes salinos denominadas glandulas de sah(geaal, 1998; Tester y Davenport, 2003).
Se trata de estructuras de muy diversa morfologfmaes de secretar el exceso de sales del
apoplasto foliar a la superficie de la hoja, doledeuticula cérea las aisla del conjunto de células
del mesdfilo. La secrecion se realiza generalmemdiante el bombeo activo de sales a un
compartimiento aislado del apoplasto foliar, lo gquea un potencial osmético negativo que
fomenta el influjo de agua y provoca un aument@aesivo de la presion hidrica que termina por
romper la débil membrana que separa dicho comgartimcon la superficie foliar para liberar su
contenido salino a la superficie de la hoja (Tegt®avenport, 2003). Las glandulas salinas se han
encontrado en un reducido grupo de plantas deroagelutivo muy diverso y sus estructuras son
complejas y muy variadas. Muchas gramineas posagurepas glandulas bicelulares en las hojas
cuya capacidad secretora de sales ha demostradwmouelacion directa con la halotolerancia de

la planta (Marcum, 1999). En efecto, el arroz silke Porteresia coarctatatiene glandulas
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halosecretoras en sus hojas y es capaz de crecer25% de agua de mar (Flowetsal, 1990).
Halofitas de ambientes secos coAtoiplex spp. (Quenopodiaceas) presentan un tipo espexial d
glandulas salinas llamadas “tricomas salinos” fatosapor un pedunculo que sujeta a una célula
hinchada denominada “célula vesical’ que acumul@ssa agua en su vacuola hasta finalmente
estallar vertiendo su contenido salino sobre le&digie de la hoja. Otro sistema de expulsion del
exceso de sales es mediante la gutacion a través tiédatodos. Este es un sistema muy comun
en las hojas de cereales y se produce cuandondgimmes ambientales dificultan la transpiracion

foliar.

I. 4. A. 2. Mecanismos intracelulares reguladoresalla homeostasis iénica.

Como se ha comentado anteriormente (aptdo. |.2xeaso de Naen el citosol puede
resultar nocivo para la célula pues interfiere leomayoria de los procesos celulares criticos para
la supervivencia de la planta (fotosintesis, sisitéds proteinas, metabolismo energético y lipidico
etc.) e induce la produccion de ROS que podridigindafios irreversibles en membranas y
macromoléculas (proteinas, ADN). El control dedakostasis idnica a nivel intracelular es pues
esencial y esta regulado a través de un contratiowalo tanto de la entrada de'N@amo de su
compartimentacion en la vacuola y su expulsionvacél medio extracelular (Niat al, 1995;
Serranoet al, 1999; Blumwald 2000; Hasegavea al, 2000; Tester y Davenport, 2003; Zhu,
2003).

l. 4. A. 2. a. Absorcion selectiva de Kfrente a Na'.

La capacidad de las plantas para mantener unactoonaacion K/Na" en el citosol es un
proceso crucial para su tolerancia a sal (LAud9190; Amtmann y Sanders, 1999; Maathuis y
Amtmann, 1999; Hasegave al, 2000; Zhu, 2002; 2003). El modo mediante el taslplantas
regulan la absorcion selectiva dé fkente a N& es aln objeto de debate, pero hay datos tanto
fisiologicos como moleculares que han identificadgunos de estos mecanismos. El iéri,Na
particularmente a las elevadas concentraciones ajua se encuentra en los suelos salinos,
interfiere con la adquisicion de*Kllegando a producir una deficiencia en este etdéongue es
esencial para el desarrollo vegetal. Como se hagtado previamente, se postula que €l Na
compite con el K por los sitios de unién a los sistemas de tratspde alta y baja afinidad
(Maathuiset al, 1996; Rains y Epstein, 1967). Los canales dere no selectivos (AtCNGCL1 y
otros) han sido propuestos como mediadores enslar@bn de una parte importante del ae
penetra a nivel de la raiz (Amtmann y Sanders, ;1998rman y Skerrett, 1999). A este nivel, el
ibn Cd" representa un papel muy importante puesto quétdiale acumulacion selectiva de’ K
frente a Na (Epstein, 1961; 1998; Lauchli, 1990; Nt al, 1995; Zhu, 2003; Rust al, 2004)
mediante la inhibicion de los canales NSCC, lo maieice la absorcién neta de*Ni la planta y

mejora por consiguiente su halotolerancia. Por &dm los niveles de transcrito de diversos
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transportadores de*Kaumentan o disminuyen por el estrés salino, ptebante para mantener
una adecuada absorcion dé &n situaciones de de estrés salino. El estrésglaaumenta los
niveles de transcrito del transportador dedis ArabidopsisAtKC1 (Pilotet al, 2003). En plantas
de Mesembryanthemum crystallindenexpresion d&MT1 (un miembro de la familia AKT/KAT
de transportadores de)Xy de varios transportadores de tBBAK/KUP (transportadores de'Kle
alta afinidad) aumenta en respuesta al estrésosdlin cambio, la expresion ddKT1 (otro
miembro de la familia AKT/KAT) disminuye (Set al, 2001; 2002)A nivel de actividad, los
canales de Kse regulan por protein-kinasas @tial, 1998) y fosfatasas (Cheret al, 2002).
Estudios recientes demuestran que el canal’d&kR1 se activa de manera similar al modelo de
activacion descrito para SOS1, mediante fosfollacidirecta por el complejo kinasa
CIPK23/CBL1-9 en respuesta a una sefial de calaie{4l., 2006; Liet al, 2006).

l. 4. A. 2. b. Expulsién del exceso de Na través de la membrana plasmatica.

En plantas multicelulares el papel del eflujo aalde Na no es intuitivo pues el Na
expulsado al apoplasto podria representar una aagreaa las células vecinas; por lo tanto la
extrusion celular del exceso deNiebe ser considerada en tejidos especificos y @ntexto de
la planta completa. En condiciones fisiol6gicasgreldiente electroquimico de Na través de la
membrana plasmatica establece que el influjo deiéstes pasivo y no precisa de energia, y que
en cambio su eflujo se realiza en contra de dichdignte y por consiguiente requiere un gasto de
energia (transporte activo). Las plantas, a difgeetie los animales y hongos, carecen de ATPasas
de N&/(K"), por lo tanto la extrusién de Nalel citosol se alcanza mediante la actividad de
antiportadores N&H" de membrana plasmaética que actian expulsandeet@xie Nacitosoélico
de manera acoplada a la disipacion del gradientpra®nes generado por lasATPasas de
membrana plasmatica. Estas bombas tied# ATPasas de tipo P que establecen una difarenci
de pH a través de la membrana plasmatica de abediedl.5 a 2 unidades (pH 5.5 a 5.0 en el
apoplasto) y son las principales responsables atehpial de membrana de -120 a -200 mV en
condiciones fisioldgicas. EprArabidopsis el eflujo de N& esta catalizado por el antiportador
Na'/H* de membrana plasmatica codificado por el §&81(Shiet al, 2000; Qiuet al, 2002;
Quinteroet al, 2002; Shiet al, 2002) que fue inicialmente identificado mediantecribado de
mutantes hipersensibles a cloruro sédico @Wval, 1996). La actividad del promotor @S1se
detecta en la mayoria de tejidos vegetales peméassintensa en las células epidérmicas de la
punta de la raiz y en las células que rodean Isssvdel xilema (Shet al, 2002). Ademas del ya
mencionado papel de SOS1 en la carga y descarfja’'dael xilema para su transporte a larga
distancia, a nivel celular SOS1 representa un itapte papel en el eflujo de Ngue ralentiza la
acumulacion de Naen el citosol para asi dar tiempo a su compartiamegn en la vacuola.
Ademas a nivel del apice de la raiz, donde la esrioid ain no esta completamente desarrollada,

SOS1 actla expulsando el exceso dé ¢lee penetra en la célula, evitando asi su tratespor
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apoplastico al xilema. Las caracteristicas de f@mamiento y regulacion de este sistema

transportador se detallan mas extensamente earthdp 1.8.

l. 4. A. 2. c. Compartimentacion de Nay CI" en la vacuola.

Numerosos datos experimentales han llevado a kelugién de que la compartimentacion
vacuolar del Nj ademas de ser un proceso crucial para la expaosidlar y el crecimiento, es
de un mecanismo muy eficaz para proteger a latasélie la toxicidad por NgHasegawat al,
2000). La compartimentacion vacuolar del”Nss un mecanismo adaptativo conservado en
haldfitas y glicéfitas que se relaciona de manérecth con el grado de halotolerancia de cada
especie. Recientemente, se han obtenido evidemtifastas en varias especies vegetales,
incluyendoArabidopsis de que una mejora en la capacidad celular de adimentacion del Na
en la vacuola resulta en un incremento de la totégissalina de la planta (Apseal, 1999; Zhang
y Blumwald 2001). Otros organulos subcelulares cdosoplastidos o la mitocondria, pueden
también acumular Na/ por lo tanto contribuyen a la compartimentacdhcelular global del Na
citoplasmatico. No obstante la mayor parte del sxake N& que penetra en la célula vegetal es
compartimentalizado en la vacuola mediante la acdé antiportadores N&l* vacuolares
(Gaxiola et a.., 1999; Apset al, 1999) utilizando la fuerza protobnmotriz genergua la
H'ATPasa (tipo V) y la H pirofosfatasa vacuolares (Seeal, 1999; Reat al, 1993). Ambas
bombas de protones vacuolares establecen un giadienpH a través de esta membrana de
aproximadamente 2 unidades entre el citosol y &rior de la vacuola y un potencial de
membrana de -50 a -100 mV (negativo en el citopdgsran Arabidopsis los antiportadores
Na'/H" de clase | de la familia de los NHXs parecen ser grincipales responsables de la
compartimentacion vacuolar del N@lumwald 2000; Pardet al, 2006). AINHX1 y AtNHX2 se
localizan en la membrana del tonoplasto y sus esveé transcrito se incrementan en presencia de
ABA o estrés osmoético (Yokadt al, 2002) pero son independientes de la ruta SOBy(&hu,
2002). La sobrexpresion de los antiportadores NHXleola H pirofosfatasa vacuolar de
Arabidopsis (Gaxiola et al, 2001) son estrategias empleadas con éxito emelpra de la
tolerancia salina de varias especies de plantase@mal, 1999; Fukudat al, 2004; Ohtaet al,
2002; Wuet al, 2004; Xueet al, 2004; Zhang y Blumwald 2001; Zhaagal, 2001). Su afinidad
dual por Nay K" implica que bajo condiciones normales de crecitniérs transportadores NHX
de clase | pueden mediar en la acumulaciondg Ka' en la vacuola en intercambio por protones
(Venema et al., 2002; Paréo al, 2006). Esta capacidad de intercambio de catialvasinos por
H" sugiere que los antiportadores'#H vacuolares estan también implicados en el cod#iopH
vacuolar, en el almacenamiento dé é¢h la vacuola, en el control del volumen celulagnyla
generacion osmotica de la turgencia necesarial@agansion celular (Cardenal, 2003; Pardo
et al, 2006).
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I. 4. B. Homeostasis osmotica: Osmolitos compatitde

Una respuesta universal a los cambios en el patersinotico externo es la acumulacion
de metabolitos que actian como osmolitos “compegtibles decir que reestablecen la turgencia de
la célula alterada por el descenso del potencaéaidei, sin por ello interferir con las reacciones
bioquimicas normales del metabolismo celular (Yaneeal, 1982; Hasegawat al, 2000).
Dentro de unos limites determinados por cada espgechicumulacion de osmolitos compatibles es
proporcional al cambio del potencial osmético extepermitiendo con ello un flujo intracelular
continuo de agua necesario para la adaptacionrésasmotico (Delauny y Verma, 1993; McCue
y Hanson, 1990). De hecho la sobreexpresion des essmolitos compatibles en plantas
transgénicas puede resultar en una mejora declataia al estrés salino y otros estreses abidticos
(Vinocur y Altman, 2005). Existen distintas clagks osmolitos compatibles como los azlcares
(mayoritariamente fructosa y sacarosa), los az&amholes (glicerol, inositoles metilados), los
azucares complejos (trehalosa, rafinosa y fruclanes metabolitos cargados (glicilbetaina) los
aminoacidos (prolina) e incluso iones’\KHasegawat al, 2000; Chen y Murata, 2002) (Figura
1).

Estudios recientes indican que los osmolitos coileat pueden tener funciones
secundarias al ajuste osmético y actuar como cbagemuimicas, estabilizando directamente las
membranas y estructuras proteicas, evitando aslesnaturalizacion por el exceso de cargas
(Hare et al, 1998; Sheret al, 1999; Diamanet al 2001). Esta capacidad osmoprotectora se
explica en base a la naturaleza hidrofilica desestetabolitos que les permite reemplazar al agua
en la esfera de hidratacion de la superficie déefiras, complejos proteinicos y membranas. Un
argumento en contra de estos estudios son losdelevaveles de solutos que son necesarios para
alcanzar dicha osmoprotecciémvitro, y que generalmente no estan de acuerdo con\Vefesi
encontradosin vivo. Teniendo en cuenta la concentracion proteica laseluicho efecto
estabilizador podria alcanzarse a concentraciomemrmes de solutos, similares a las encontradas
in vivo. Por ejemplo, la glicilbetaina a concentracioney lvajas es capaz de proteger tilacoides y

membranas frente a la desestabilizacion por fdalar (Jolivet et al., 1982; Zhao et al., 1992).

I. 4. C. Respuesta antioxidante.

Las especies reactivas de oxigeno o0 ROS (por speidceinglesaReactive Oxygen
Speciep son formas parcialmente reducidas del oxigenoosférico (Q) y resultan de la
excitacion del @ para formar el oxigeno singlete,fl) o de la transferencia de uno, dos o tres
electrones al ©para formar un radical superoxido,(Q peroxido de hidrogeno ¢B,) o un
radical hidroxilo (OH) respectivamente. En la célula vegetal existenhasiduentes potenciales
de ROS pero principalmente se generan en el ckstiply la mitocondria como productos
secundarios del metabolismo aerobico (fotosintesespiracion). En condiciones fisiologicas de

crecimiento los niveles intracelulares de las RO Isjos, sin embargo, como consecuencia de
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distintos tipos de estrés, entre los que se incklyestrés salino, la homeostasis celular y el
metabolismo aerobico se desequilibran y en conse@iéa produccion de ROS se dispara (Polle
et al, 2001). Esta sobreacumulacién de ROS originadalpestrés podria suponer una amenaza
para la célula pues las especies reactivas de raxigen inestables y capaces de oxidar
indiscriminadamente componentes celulares comankasbranas, proteinas, enzimas o acidos
nucleicos, causando dafios irreversibles que poiréduso llevar a la destruccion oxidativa de la

célula (Datet al, 2000; Hammond-Kosaak al., 1996; Apel y Hirt, 2004).

Los sistemas detoxificadores de ROS en plantasusdep clasificar en mecanismos
enzimaticos y no enzimaticos. Los sistemas enzimgtde inactivacion de ROS de plantas
incluyen principalmente la superdoxido dismutasa IOa ascorbato peroxidasa (APX), la
glutation peroxidasa (GPX) y la catalasa (CAT).3@D actla en la primera linea de defensa
frente a las ROS, catalizando la dismutacion elsigperéxido a kD,, que subsiguientemente las
peroxidasas APX, GPX o la catalasa reducen@. HEn contraste con la CAT, las peroxidasas
APX y la GPX requieren de la regeneracion de sesitag reductores, acido ascorbico (AsA) y
glutation reducido (GSH) respectivamente, mediaggeciones energizadas por el agente reductor
NAD(P)H’, (Figura 2). A diferencia con la mayoria de orgamos, las plantas poseen una
multiplicidad de genes que codifican distintas osofas de la SOD y de la APX localizadas en
practicamente casi todos los compartimentos sullacegi cloroplastos, mitocondria, peroxisomas,
citosol y apoplasto (Asada y Takahashi, 1987). heuidad de estos sistemas detoxificadores
podria ser un indicativo de su importancia en eltrob de los niveles celulares de ROS. La
catalasa en cambio, estd presente Unicamente epeloxisomas pero ha demostrado ser
indispensable para la detoxificacion de los elesatuiveles de ROS que se producen durante el
estrés (Willekengt al, 1997). La extension del dafio oxidativo estard@tedo por los niveles
celulares de superoxido,®, e hidroxilo, por lo tanto el balance entre lasvadades enzimaticas
de la SOD, la APX y la CAT podrian ser claves enledcenso de los niveles toxicos de ROS
provocados por situaciones de estrés. Los sistdmaetoxificacion no enzimaticos incluyen los
principales tampones red-ox celulares, el ascorpa& glutation, asi como el tocoferol, los
flavonoides, los alcaloides y los carotenoidestdfio que el GSH se oxida por las ROS a GSSG,
el AsA se oxida a monodehidroascorbato (MDA) y dedascorbato (DHA) y, en ambos casos, se
precisa del el poder reductor del NAD(P)ptira reducir los productos oxidados GSSG y MDA-
DHA (ciclo del ascorbato-glutation) a GSH y AsA riaade las enzimas glutation reductasa (GR),
monodehidroascorbato  reductasa (MDAR) y dehidrchsto reductasa (DHAR)
respectivamente. Una elevada relacion AsA/MDA+DHAGEHEH/GSSG es esencial para la
inactivacion de las ROS en la célula, de hechoniogantes con niveles reducidos de acido
ascorbico (Conklinet al, 1996) son hipersensibles al estrés abidtico.inhgortancia de la
detoxificacién de las ROS en condiciones de es@éso se pone de manifiesto en estudios con

plantas transgénicas de tabaco donde la sobredprésiun ADNc que codifica a una proteina con

24



I. Introduccién

actividad enzimatica dual glutation-S-transferdS8T) y glutation peroxidasa (GPX), implicada
en la glutationizacion de substratos para su caimpamtacion vacuolar y en la detoxificacion del
H,O, respectivamente, resulté en una importante mepudolerancia salina (Roxesal, 1997,
2000). Del mismo modo, la tolerancia a la sal d®zatransgénico se incrementa cuando se
sobreexpresa la superoxido dismutasa dependientewdganeso (Mn-SOD) de levaduras, debido
probablemente a la reduccion del dafio oxidatiasioniado por el radical superdxido (Tanaka
al., 1999).

Aunque tradicionalmente las ROS se han considguaaftuctos téxicos del metabolismo
aerobico que debian ser eliminadas por los sisteantexidantes vegetales, recientemente se
descubierto que las plantas producen activamends especies como moléculas sefalizadoras
para controlar procesos como la muerte celularrpmgda, las respuestas al estrés abiotico y la
defensa frente a patégenos (Desilaral, 2001; Knight y Knigth, 2001). Asi pues, las ROS
pueden ser visualizadas como indicadores celuldee®strés y como mensajeros secundarios
implicados en la ruta de sefializacion que desenealderespuesta frente dicho estrés. Estudios
recientes han identificado varios componentes gagbs en las rutas de sefializacion de plantas
desencadenada por las ROS, estos incluyen las MKP(K| inglésMitogen-Activated Protein
Kinase$ AtANP1 y NtNPK1; las MAPK AtMPK3/6 y Ntp46MAPK (Kvtunet al, 2000; Samuel
et al, 2000); asi como la calmodulina (Desikihal, 2001; Hardingt al, 1997). En un modelo
hipotético el HO, es detectada por un sensor que, como ocurre leaddura, podria tratarse de
una histidina kinasa de dos componentes (Deskial, 2001), a continuacién se activan la
cascada de kinasas MAP y la calmodulina resultanda activacion o supresion de determinados
factores de transcripcion que posiblemente mediata e@espuesta de la planta frente al estrés
oxidativo (Chinnusamyet al, 2004; Desikinet al, 2001; Malecket al, 2000). Las plantas
transgénicas de tabaco que sobrexpresan eNB&1 demostraron ser mas tolerantes a sal, asi
como a otros estreses abidticos (Kovairal, 2000). En este caso la expresion constitutiva de
NPK1 mimetiza la sefial generada por Okl e inicia una cascada de fosforilacion MAP que

finalmente induce genes especificos implicados eadpuesta frente al estrés abidtico.

I. 5. Sensores y vias de sefalizacion que regularréspuesta halotolerante.

Como se ha comentado anteriormente el efecto paoopor la salinidad incluye un
componente fisico (osmotico) y otro quimico (iénicbanto el estrés ibnico como el osmotico son
reconocidos por distintos sensores que activaradascde sefializacion que, a su vez, ejercen un
control transcripcional o post-transcripcional solms genes que median las respuestas adaptativas
y/o patologicas de la planta (Hasegatal, 2000; Zhu, 2002; 2003; Shinozagdial, 2003). Sin
embargo, existe una elevada complejidad en el dnaoniento de estas vias de sefializacidon
debida al efecto solapante que presentan los thistiipos de estreses abioticos. Por tanto, se

requiere una gran cantidad de elementos y unarauiégm coordinada de las distintas vias de
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sefializacion para activar los procesos necesados |p obtencion de una respuesta adecuada
frente a cada tipo de estrés (Hasegeinal, 2000; Zhu, 2002).

El estrés osmotico puede ser detectado bien astde/€éanales sensibles a los cambios de
turgencia de la membrana celular, bien por kinAsasmembranales, como la histidina kinasa
ATHK1 (Uraoet al, 1999; 2000), o bien por kinasas asociadas arkdpcelular como las WAKSs
(Kohorn, 2001). No obstante el papel de estos osnsuses en las respuestas adaptativas frente al
estrés osmotico esta aun por determinar. Porrgtastd poco se conoce del mecanismo sensor
del exceso de Naen la célula. El sodio en exceso puede ser deteetanivel extracelular, por
receptores de membrana plasmatica, o bien a muelcelular, por proteinas de membrana o
enzima citosolicas sensibles a’N&e ha postulado que el antiportador/N& de membrana
plasméatica deéArabidopsisAtSOS1 pueda tener un papel dual en el transpodeteccion del
exceso de Na citosolico (Zhu, 2002), no obstante aln no existatos experimentales que lo
confirmen. En una ruta de sefalizacidon genériag,l& percepcion de la sefial de estrés abiotico se
desencadena la produccion de segundos mensajaras los inositoles fosfato (PJPIP;), 0
especies reactivas de oxigeno,@J que a su vez modulan los niveles intracelulae<Cd"
iniciando a menudo cascadas de fosforilacion depras (MAPKs, CDPKs, CIPKs) que tienen
como blanco proteinas directamente implicadas eradaptacion al estrés, o factores de
transcripcion que modulan la expresion de genescéfsms de respuesta al estrés. Los productos
de dichos genes a menudo estan implicados emsbwoee de iones para la detoxificacion sédica
(NHX1, SOS), o bien en la generacion de hormonas (ABA, atiieosmolitos compatibles, o
agentes antioxidantes cuyos efectos se coordinda adaptacion frente al estrés (Hasegatva
al., 2002; Xionget al, 2002; Zhu, 2002). Con objeto de facilitar swdkgt las vias de sefalizacion
del estrés abidtico en plantas se pueden clasifinatres grandes grupos (Xioef al, 2002)
(Figura 3):

() Ruta de sefializacion osmético/oxidatitace uso de las cascadas de fosforilacidon
de proteinas catalizadas por las kinasas de tipdPH#Aara la produccién de osmolitos
compatibles y antioxidantes necesarios para laraemm del dafo. Ademas puede estar
relacionada con la regulacion del ciclo celular.

(1)) Ruta de activacién de los genes tipo LEA (Late Fodpgnesis AbundantiHace
uso de las kinasas Calependientes de tipo CDPKs y esta implicada eaciaacion de genes
encargados de la prevencion y reparacion del dafodpshidratacion, como los genes de
respuesta al estrés tiplRE/CRT(Zhu, 2001; Xiong y Zhu, 2002).

()  Ruta de sefalizacion SOSEs dependiente de Tay parece regular
especificamente la homeostasis ionica originadaepestrés salino. Los efectores de esta ruta de
sefalizacion son los transportadores de iones @uteotan la homeostasis ibnica como es el caso
del antiportador NaH" SOS1.
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Pese a los esfuerzos realizados en el estudiotde r#as de sefializacion del estrés
abiotico aun hoy poco se sabe acerca de sus ird@maes y funcionamiento. Una excepcion es la
via de sefializaciobn SOS que, aunque todavia e atgeprofundo analisis, esta establecida en
términos de proteinas de sefalizacion intermediaestimulos y respuesta efectora. Detalles de

esta via de sefalizacidén se exponen mas extengaerent apartado I. 8.

I. 5. A. Papel del calcio como mensajero de la saililad.

En células vegetales tanto el*Gacomo los lipidos, el pH y ciertos nucleétidoslicos
pueden actuar como segundos mensajeros, pero pirdpirellos responde a tal variedad de
estimulos como el Chcitosolico (Sanderst al, 1999). Tanto el conjunto de estimulos de tipo
abidtico (frio, calor, sequia, salinidad, oxidagi@mo el ABA, o la giberelina desencadenan
respuestas mediadas por un aumento dé€lctasélico (Sanderst al, 1999). La concentracion
citosélica de CH libre tipicamente se mantiene en un rargd0 nM (Bush, 1995). Cuando por
causa de algun estimulo externo este equilibrigesalterado se produce un influjo de*Cal
citosol que puede proceder del apoplasto, o biefilsrado intracelularmente desde organulos
subcelulares (vacuola, reticulo endoplasmaticoddase almacena (Bush, 1995; Sandsral,
1999; Knight, 2000). Este aumento de la conceritragitracelular de C3 es transitorio pues
enseguida se ponen en marcha mecanismos celutasesepstablecer sus niveles y finalizar asi la
sefial de C4. Tres vias contribuyen en el reestablecimienttademeostasis celular del Tasu
union a proteinas citosdlicas, su compartimentaeiorganulos subcelulares (principalmente en
la vacuola), y su extrusion al apoplasto (Sanderd.,, 1999). En tanto que la entrada dé*@a
citosol se produce de forma pasiva a través delesade C& regulados por voltaje o ligandos
(IP;, cADPR o C&), su extrusién y compartimentacion tiene lugar centra del gradiente
electroquimico y por tanto es dependiente de emelyis tipos de transportadores contribuyen al
tamponamiento de los niveles de"Gatosdlico. Por un lado las ATPasas de calcio Bpmueven
Ca™ en contra del gradiente gracias a la hidrélisisada de ATP y se localizan tanto en el RE
(ATPasas tipo IIA) como en la membrana plasmati&@P@sas tipo 1IB). Ejemplos de estos
transportadores son la OC ATPasal de arroz (€hah 1997), o las APTasas AC1, AC2 y AC3
de Arabidopsis(Huanget al, 1993; Harpeet al, 1998; Lianget al, 1997). De otra parte los
antiportadores C& H* de la familia de los CAX transportan Catilizando la fuerza proton
motriz generada por la ATPasa ded¢ la membrana vacuolar.

La implicacion del C& en un amplio grupo de vias estimulo-respuesta eéllga vegetal
plantea diversas cuestiones acerca de como dsstegpuestas pueden ser reguladas por un mismo
mensajero. Son clave a este respecto variables zoamplitud, la duracion, la frecuencia de los
pulsos y la localizacién subcelular de la sefialCd&" asi como la interaccién con distintos
efectores celulares del Cague en conjunto definen la “firma” caracteristieacada sefial Can

la planta (McAinstet al, 1997). Existe una gran variedad de proteinasditas que en respuesta
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a los aumentos transitorios en la concentraciorCdé, se unen al cation para actuar como
efectores celulares de esta sefial. En las viagfé@izacion del estrés abidtico los ligandos de
Ca" mas significativos son las kinasas calcio-depenégede la familia de las CDPKs vy los
sensores de Cade la familia de las SCaBP/CBLs. Ambos grupos detefes son de vital
importancia en la traduccién de esta sefial inocgéden cascadas de fosforilacion especificas que
desencadenen la respuesta adecuada a cada estimulo.

La kinasas calcio-dependientes o CDPKs forman uensa familia de serina/treonina
kinasas casi exclusivas de plantas, que se divid® esubfamilias que comprenden un total de 34
isoformas erArabidopsisy 27 en arroz (Harpest al, 2004). Su estructura comporta una region
carboxiterminal reguladora similar a la calmodulgma cuatro dominios EF-hand para su unién a
Ca™. Algunas isoformas tienen un sitio de miristoifacien el extremo aminoterminal lo que
sugiere su posible asociacion a membranas. A geiede kinasas se las denomina “sensores
efectores” ¢ensor respondgmporque contienen al sensor de"Cp a su kinasa efectora en una
misma proteina. La multiplicidad de isoformas die egupo de kinasas, sumado a sus distintas
afinidades por diferentes substratos (le¢el, 1998) y a su desigual umbral de activacion por
Ca" sugiere la posibilidad de que cada CDPK descifeesgiial de Cadeterminada e interactie
con efectores especificos para generar una infinlgarespuestas diferentes que controlan no sélo
el estrés abidtico sino también diversos aspeabsreécimiento y desarrollo, el metabolismo y
otras funciones fisiolGgicas vitales para la pldhtarperet al, 2004).

Tanto enArabidopsiscomo en arroz la familia de sensores d& @a tipo CBL (del inglés
calmodulin-B lik¢ esta representada por 10 isoformas (Kolukisaeglal, 2004). Su secuencia
aminoacidica comporta cuatro dominios EF-hand dénua C&" y esta relacionada con la
subunidad reguladora de la calcineurina de leva@DNB) y con sensores de Taeuronales
(NCS) (Liu y Zhu, 1998). Puesto que carecen devidetil enzimaticger se para transmitir la
sefal de calcio requieren de la interaccidn coasoproteinas efectoras. En contraste con la
calmodulina, que interacciona con un grupo divels@fectores como kinasas, transportadores de
iones, y factores de transcripcion (Yang y Pooval2003), los sensores CBLs interaccionan
especificamente con un grupo definido de protefiadds denominadas CIPKs (del ingl&EBL
interacting protein kinas@s(Shi et al, 1999; Halfteret al, 2000). Se trata de una familia de
kinasas de serina/treonina especifica de plana<genta con 25 miembros Arabidopsisy 30
en arroz (Albrechet al, 2001; Kolukisaoglwet al, 2004). A este respecto este sistema efector es
fundamentalmente diferente a las CDPKs, porquem®uato CBL/CIPK combina 10 sensores y
25 kinasas interaccionantes que multiplican lasbpm®des de respuestas frente a las distintas
sefiales de calcio. Detalles de este sistema efgcBus componentes se analizan en mayor

extension en el apartado 1.9.
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l. 5. B. Expresion génica de respuesta al estrésiético.

La expresion de numerosos genes se ve alteradamarita por factores ambientales de
tipo abibtico como la sequia, la salinidad o @ {fihomashow, 1999; Brast al, 2000; Shinozaki
et al, 2003). El analisis del transcriptoma mediantmité&as de “microchips” es una herramienta
muy poderosa que ha permitido la identificacibnudeextenso grupo de genes de respuesta al
estrés abiotico (Shinozakt al, 2003; Seket al, 2004). Para facilitar su estudio, estos genes se
pueden agrupar de acuerdo a su funcién en la retspadaptativa frente al estrés. En el caso del
estrés salino, muchos de los genes inducidos cadifproteinas directamente implicadas en la
homeostasis i6nica. Claros ejemplos de estos efsctson el antiportador N&i© SOS1 de
membrana plasmatica encargado de la extrusion alglSKi et al, 2000), el antiportador Néad*
vacuolar (Apseet al, 1999) responsable de la compartimentacion dgl iNaansportadores de K
de alta afinidad necesarios para la nutricion naingdtro grupo de genes que se inducen por el
estrés salino y/u osmdtico son los genes implicaglvsla homeostasis osmotica como las
acuoporinas y las enzimas encargadas de la sirdesigsmolitos compatibles (Bray, 1993;
Shinozakiet al, 1997; Zhwet al, 1996; Zhu, 2001). No obstante la mayoria dgéees inducidos
por el estrés salino codifican proteinas implicaglada prevencion y reparacion del dafio como
por ejemplo las proteinas LEAate embryogenensis abundpreénzimas detoxificadoras (SOD),
chaperonas, proteasas, 0 enzimas implicadas enbitguitinacion. Analisis moleculares y
gendmicos indican que existen diferentes mecanigtaaggulacion transcripcional involucrados
en la expresion de los genes de respuesta al .eB@aés el estudio de estos mecanismos de
regulacion los genes se pueden clasificar en “gdeeespuesta temprana” y “genes de respuesta
tardia”. Los primeros son genes de induccion rdgidgamenudo transitoria que no requiere la
sintesis de proteinas. Tipicamente codifican fastde transcripcion que a su vez modulan a otros
genes de respuesta temprana. En cambio los gemespigesta tardia constituyen la gran mayoria
de los genes de respuesta al estrés y, aunquévaci#n es mas lenta, su expresion generalmente
es sostenida. Dos importantes elementsseguladores han sido identificados por su impliac
en el control transcripcional de genes respuestidatal estrés abidtico: el elemento ABRE vy el
DRE/CRT (Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki, 2005)I&=lizan en la region promotora del gen
e interaccionan con determinados factores de tigogm para formar un complejo activador de
la ARN polimerasa que actia como un interruptorecular de la expresion génica en respuesta al
estrés. El elemento ABREABA responsive elemérgs un importante regulador de la expresion
génica dependiente de ABA e interacciona con fastde transcripcion tipo bZIBgsic domain
leucine zipperdenominados AREB o ABHRSuiltinanet al, 1990; Uncet al, 2000; Chokt al,
2000). El elemento DRE/CRT en cambio es esencidh ergulacion ABA-independiente de la
expresion de genes de respuesta al estrés (Yanieghuabzaki y Shinozaki, 1994) e interacciona
con factores reguladorésns como CBF1 (Stockingest al, 1997), DREB1A o DREB2A (Liet

al., 1998). Estos elementass-reguladores no siempre actian de manera indepgadiees en
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promotores como el gdRD29Acoexisten elementos DRE y ABRE lo que evidenciexiatencia
de un intercambio de sefales entre ambas vias gidaceén transcripcional dependiente e
independiente de ABA(Narusakaal, 2003).

I. 5. C. Papel del ABA en el estrés salino.

El 4cido abcisico (ABA) es una fitohormona ubicuatedo el reino vegetal producida
también por algunos tipos de hongos fitopatogerdssgnteet al, 1977; Neillet al, 1982;
Kitagawaet al, 1995). EI ABA es un potente inhibidor del creigino que desempefia funciones
fundamentales en la regulacion de una gran variddaitocesos fisioldgicos tan diversos como el
letargo de la semilla, la abscisién de hojas yo&uy la adaptacion frente a estreses ambientales d
tipo abidtico (Zeevart y Creelman, 1988; Leung ya@dat, 1998). Es por tanto un antagonista de
fitohormonas del crecimiento como las auxinas,itermglina y las citocininas. Una gran variedad
de mutantes con una respuesta alterada frente a #BAan identificado mediante cribados
genéticos de plantas dArabidopsis Estos mutantes son extremadamente Utiles en la
caracterizacion funcional de la hormona y en latifieacion de los distintos genes involucrados
en las cascadas de sefializacion ABA-dependientspugden clasificar en tres categorias:
mutantes en la biosintesis de ABAb&l aba2 aba3, mutantes que exhiben insensibilidad a
ABA (abi3, abi4, abi5) y mutantes hipersensibles frente AB#&d1, sadl abhl).

Los niveles de ABA en cualquier tejido vegetal @erdeterminados por el balance entre
su biosintesis y su catabolismo (Nambara y Mariolh-2005). En respuesta al estrés hidrico se
produce una acumulacion de ABA como resultado de astivacion de su ruta biosintética y
posiblemente de una inhibicion de sus vias de deagrén (Zhu, 2002). A pesar del amplio
conocimiento sobre el control de las rutas metadslide sintesis y degradacion de ABA, la
informacién sobre las cascadas de sefalizacioteatés entre la percepcion del estrés osmotico y
la induccién de los genes de biosintesis y catatnolide ABA, es muy limitada. Se ha postulado
que la percepcidn del estrés osmotico y la seftidimalel ABA pueden estar conectados a través
de vias dependientes de kinasas (Zhu, 2002). Emtece ser apoyado por el aislamiento y
caracterizacion de un gen éeabidopsisque presenta similitud con el osmosensor de leaadu
SLN1 y que codifica una histidin-kinasa (AtHK1) yegenArabidopsisresponde a ABA, frio y
salinidad (Uracet al, 1999). Podemos distinguir dos funciones deseaqsesipor el ABA en
respuesta al estrés osmotico y/o salino: el comtedblbalance hidrico global de la planta y el
desarrollo de la tolerancia celular frente a lehakatacion. Mientras que la funcién de control del
balance hidrico se lleva a cabo fundamentalmetrvas de la regulacion de las células oclusivas
de los estomas, la tolerancia celular es un progasomplica la induccion de genes que codifican
proteinas de tolerancia frente a la deshidrataeidrpracticamente todos los tejidos vegetales
(Llorente et al, 2000; Xionget al, 2001). Aunque ambos fenédmenos proceden de ceschl

sefializacion independientes tienen en comun surasel, en la cual la elevacion de los niveles
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de ABA enddgeno bajo condiciones de estrés osmgtsalino actia como mediador esencial
en la activacion de la respuesta osmotoleranta gidahta (Skriver y Mundy, 1990; Chandler y
Robertson, 1994; Bray, 1997; Leung y Giraudat, 12981 2002). No obstante en la respuesta
global de la planta frente al estrés hidrico hag djstinguir ademas un componente independiente
de ABA. Estudios de regulacion génica de los meswaABA-deficientesgba) y ABA-insensibles
(abi) han demostrado que algunos genes de respuestiréd osmotico se inducen de manera
independiente de ABA, mientras que otros se indutenmanera completa o parcialmente
dependiente de ABA (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozel®97). La identificacion de los
elementogis reguladores ABRE (ABA-dependiente) y DRE/CRT (ABWependiente) y de sus
factores de unién ha sido de gran ayuda en la amsgm de los mecanismos de regulacion
hormonal de la expresién de genes de respuestsirés € Yamaguchi-Shinozaki y Shinozaki,
2005).

l. 6. Manipulacion genética para la obtencion de pintas halotolerantes.

Numerosas publicaciones exponen diversas viadgarajora de la tolerancia salina de la
planta mediante técnicas de ingenieria genétiearygue se han conseguido importantes logros a
este respecto, la gran complejidad genética denlesanismos de tolerancia al estrés abidtico
dificulta sobremanera esta tarea. Asi pues, pdradqueda de los genes claves cuya manipulacion
pueda actuar como un interruptor biotecnolégicdadeolerancia al estrés es preciso un mejor
entendimiento de los mecanismos fisiologicos, himigos y genéticos implicados a nivel
molecular en la adaptacion y el crecimiento en mimes de estrés. Los genes hasta ahora
empleados en la mejora genética de la halotolexdran sido aislados de todo tipo de organismos
(bacterias, levaduras, halofitas y glicofitas) ypresados en diversas especies vegetales, tanto
plantas modeloArabidopsi$, como especies de interés agrondmico (tomatez,atabaco etc.).
Es posible clasificar dichos genes en cuatro grupmsacuerdo con las vias metabolicas y

mecanismos modificados para la mejora de la tobdémesalina (Borsaret al, 2003).

a) Sintesis de osmolitos

En respuesta al estrés osmético y salino la placuanula osmolitos compatibles como la
prolina o la glicil-betaina con el objetivo de memer la turgencia celular (Hasegagtaal.,, 2000).
La sobreacumulacion de prolina en plantas transgérobtenida mediante la sobreexpresion de
sus enzimas biosintéticas (pirrolina-5-carboxilatotasa) o el silenciamiento de sus enzimas
degradativas (prolina deshidrogenasa) resulta en ionportante mejora de la halotolerancia
(Kishor et al, 1995; Maniet al, 2002; Nanjoet al, 1999). De igual manera la expresion en
plantas de enzimas bacterianas o procedentes afddglmplicadas en la biosintesis de la glicil-

betaina ha demostrado mejorar la respuesta dartaprente al estrés salino (Lilies al, 1996;
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Li et al, 2003; Mohantyet al, 2002; Huanget al, 2000) y otros tipos de estrés abidtico (Hayashi
et al, 1997; Aliaet al, 1998; Sakamotet al, 2000).

b) Estrés oxidativo e integridad celular

La salinidad provoca un aumento en la produccidiR@S y su efecto oxidativo puede
resultar nocivo para el metabolismo celular (Pdi®97; Borsanét al, 2001b). La mayoria de las
estrategias de mejora de la halotolerancia de gdas¢ basan en la sobreexpresion de genes
relacionados con la detoxificacion de las ROS y lzomroteccion frente al dafio celular. La
sobreexpresion de enzimas reductoras como la S@Dgstorbato peroxidasa, la glutation
peroxidasa y la glutation reductasa resulta enummeato de la tolerancia de la planta transgénica
frente al estrés salino y oxidativo (Tanalaal, 1999; Roxast al, 1997, 2000; Alleret al,
1997). El gen de cebadHdrdeum vulgareHvAL pertenece al grupo de genes de tipo LEA y se
induce por ABA y varios tipos de estrés abidtiagliyendo la salinidad (Honet al, 1992).
Plantas de arroz transgénico que expresan HvAl aleera constitutiva muestran una mejora
significativa en la tolerancia salina e hidrica @ual, 1996: Chandrat al, 2004), hecho que se

ha explicado mediante la proteccion de membrarakoes.

C) Homeostasis iénica

Una estrategia l6gica aunque menos utilizada @anaejora genética de la halotolerancia
es la manipulacion de genes que modulen el tramspidnico para ayudar asi en el
reestablecimiento de la homeostasis i6nica dealatgpl HAL1 y la calcineurina son reguladores de
la homeostasis intracelular dé€ i Na' en S. cerevisiagNakamuraet al, 1993; Gaxioleaet al,
1992; Mendozaet al, 1994, 1996). La expresion ectopica de estasimad reguladoras de
levadura mejora la tolerancia salina de plantassgi@nicas de tomate y tabaco respectivamente
(Pardoet al, 1998; Gisberet al, 2000). Adicionalmente la sobreexpresion de pariadores
vacuolares implicados en la compartimentacion dal &itosélico, como son el antiportador
Na'/H* de ArabidopsisAtNHX1 o la H-pirofosfatasa AVP1, ha demostrado mejorar la resjau
de plantas transgénicas Aliembidopsis((Apseet al, 1999; Blumwald 2003; Gaxiokt al, 2001) y
tomate (Zhanget al, 2001) frente al estrés salino. Por otro ladontala transgénicas de
Arabidopsisque sobreexpresan el antiportador/Na de membrana plasmatica deabidopsis
AtSOS1, encargado de la expulsion activa dé déa citosol, demuestran una importante mejora

en su tolerancia salina (Sétial, 2003).

d) Factores de transcripcion

Los factores reguladoresans de tipo CBF/DREB interaccionan con el elemento
DRE/CRT localizado en los promotores de ciertosegede respuesta al estrés abiotico. La

sobreexpresion en plantas de este tipo de factwesanscripcion promueve la expresion de
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dichos genes y consecuentemente mejora la respilesés plantas transgénicas frente al estrés

salino, el frio y la sequia (Liet al, 1998; Kasugat al, 1999).

l. 7. Clasificacion de los antiportadores Cation/F.

La nutricibn mineral de la planta se sustenta eactividad de los transportadores de
membrana, encargados de absorber los iones desslestehto y de su distribucion intra- e
intercelular en la planta. EI genoma Aeabidopsisha revelado la existencia de mas de 800
proteinas transportadoras de membrana, de lasscehl€65% son transportadores activos
secundarios. Estos co-transportadores se puedsificelaen base a su filogenia o a su funcion
como transportadores de cationes, aniones o comgguesganicos (azlUcares o aminoacidos)
(Saier, 2000). En plantas, la mayoria de los aasprartadores adquieren su energia del gradiente
electroquimico de protones generado por l&sAHPasas distribuidas por todas las membranas
celulares. Esta extensa variedad de transportadieresembrana podria proveer a la planta de
estrategias flexibles para hacer frente a lasuamones del medio y para minimizar los efectos
adversos de la deficiencia de nutrientes y delsexde iones toxicos.

Estudios filogenéticos computerizados del genonmapbeto deArabidopsishan revelado
la existencia de una amplia familia de antiportadaration/H que, para facilitar su estudio, se
divide en cuatro subfamilias filogenéticas: CaCAalN, CPAl1 y CPA2 (Masest al, 2001). En
base al gradiente electroquimico relativo de siistsatos, cationes (principalmente 'NK" y
Ca™") y protones, la mayoria de estos intercambiadestarian implicados en la extrusion de
cationes desde el citosol al medio externo a trdeda membrana plasmética, o a compartimentos

intracelulares como la vacuola.

a) Subfamilia CaCA Esta formada por 11 isoformas de intercambiad@&&H"
denominados CAX1 a 11. Las isoformas CAX1 y CAXA sapaces de suprimir la deficiencia en
el transporte vacuolar del Caen mutantescx1de levadura. Evidencias crecientes implican a las
isoformas CAX1-4 en el secuestro delCaotros metales (M, Cd™) en la vacuola y localizan
en el extremo aminoterminal un dominio moduladotadeapacidad intercambiadora (Shigeki
al.,, 2001; Chenget al, 2002; Pittmanet al, 2002). AtMHX es una proteina relacionada
filogenéticamente con la familia de transportado@sX y esta implicada en el transporte
acoplado a Hde Mg" y Zn™ a la vacuola vegetal (Shaatlal, 1999).

b) Subamilia NhaDSe compone Unicamente de dos miembxh${1 y NHD2) adn

sin caracterizar que, no obstante, guardan unacgmilitud con los antiportadores Nd"
encontrados en bacterias.

c) Subfamilia_ CPA1 Incluye ocho proteinas, entre ellas las bien ataraadas

AtNHX1 y SOS1, que catalizan el intercambio’ M en el tonoplasto y la membrana plasmatica
respectivamente (Blumwald 2000; Qat al, 2002). Sus miembros se pueden agrupar en dos

clados diferenciados: el subgrupo de antiportaddielE/NHX que incluye cinco isoformas
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(NHX1 a 6); y el subgrupo de antiportadores SOSPNltan solo dos miembros (SOS1 y
At1g14660).
d) Subfamilia CPA2 Se trata probablemente de la subfamilia de ar#gores

cation/H mas extensa en plantas con 33 miembros que imcl2geintercambiadores catiér/H
CHX y 5 homodlogos del antiportador“&i* AtKEAL. Los miembros de esta familia de
transportadores estan siendo actualmente caractesizy poco se conoce aun acerca de sus

funciones y localizacion.

El intercambiador dérabidopsisAtNHX1 fue el primer antiportador Néd* identificado
en plantas (Gaxiolat al, 1999). Desde entonces el nimero de homélogos Bikténtrados ha
crecido enormemente. Con la sola excepcion devtallega, donde sélo existe un Unico geEhX1,
los intercambiadores NHE/NHX se presentan en niéffipsoformas en todos los genomas
secuenciados hasta hoy. Los intercambiadores NHXafi¢as son proteinas de aproximadamente
550 residuos que exhiben la topologia tipica de ttasmisportadores con 10-12 dominios
transmembrana y una cola carboxiterminal hidr@filisituada presumiblemente en el lado
citosolico. La extension aminoterminal, responsatie la formacion del poro, es la mas
conservada entre las distintas isoformas NHXs, tr@ergue el dominio carboxiterminal presenta
una mayor desemejanza de secuencias, hecho gudepuamnte refleja las diferencias en la
regulacion de cada isoforma (Putney al, 2002). En base a su homologia de secuencias
proteinicas, la subfamilia de intercambiadores NMHEX se puede clasificar en dos grandes
grupos que, de acuerdo a su localizacion subcelgiarhan denominado MP (membrana
plasmatica) e IC (intra-celular) (Bredt al, 2005). El grupo de intercambiadores MP es ekaus
de células de animales, mientras que los miembebgrdipo IC se pueden encontrar tanto en
animales, como en plantas y hongos (Begetil, 2005). Todos los NHXs de plantas caracterizados
hasta hoy pertenecen al grupo IC y se puedenickas# su vez en transportadores de clase |y de
clase Il. EnArabidopsis las isoformas de la clase | (AtINHX1 a 4) presentaa similitud de
secuencias con AtNHX5 y 6 (clase Il) de s6lo ur23% (Yokoiet al, 2002). Ademas, en tanto
que los NHXs de clase | se localizan en la membxagaolar y son exclusivos de plantas, las
isoformas de clase Il se localizan en vesiculagpgmdaticas y se han encontrado homadlogos en
plantas, animales y hongos (Pardo et al., 2008x €xtracteristica distintiva de cada clase parece
ser su selectividad por el substrato idnico. Losrgambiadores vacuolares de clase | catalizan el
intercambio N&H" o K'/H" con similar afinidad (Venemat al, 2002; Apseet al, 2003),
mientras que los intercambiadores endosomaticatade || muestran preferencia por €l $obre
el Na' como substrato (Venens al, 2003). Este conjunto de caracteristicas diféadas entre
los antiportadores NHXs de clase | y Il son undiaide su posible implicacion en funciones

diferencialesn planta(Pardoet al, 2006).
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l. 8. Sistema SOS de regulacion de la homeostagisica.

l. 8. A. Estudio filogenético y funcional del antiprtador SOS1.

Segun la clasificacion filogenética de Saier (20@W)S1 pertenece a la subfamilia NhaP
de antiportadores N&d*, un subgrupo incluido en la familia de antiportadode cationes CPA1,
presentes en todos los grupos taxondmicos de etasrEn una clasificacion filogenética anterior
SOS1 se denomind NHX7 y se incluyé en la subfamilidX/NHE de antiportadores Nad*
(Maseret al, 2001), hecho que se explica por las similituges presentan ambos tipos de
antiportadores. No obstante, cuando el mismo asfildgenético se llevé a cabo con un numero
mayor de proteinas NhaP de varios organismos sibdatad aumentd y pudieron distinguirse
dos clados claramente diferenciados (Beetal, 2005). Por esta razén y para evitar confusiones,
se sugirio que el nombre NHX7 se suprimiera a fale@lrnombre original SOS1 (Pardo al,
2006).

La subfamilia NhaP de antiportadores cation/progen encuentra representada en
bacterias, protozoos y plantas, pero no en anim@e=t et al, 2005). La estructura que se
predice para este grupo de intercambiadores cereistina region aminoterminal transmembrana
seguida de una extension hidrofilica carboxiterinoze, en el caso de los homdlogos NhaP
eucaridticos, es extremadamente larga, con mas Qfe résiduos. Puesto que la region
carboxiterminal de muchos otros transportadoredemaostrado albergar una funcion regulatoria
(Putneyet al, 2002), en el caso de los intercambiadores NaBriéticos seria [6gico esperar un
tipo de regulacion bastante compleja. Con la soleegcion del transportador SOS1 de
Arabidopsis la localizacion subcelular y la caracterizaciéiogbimica del resto de los
antiportadores NhaP eucaridticos no se encuentral poomento disponible. A diferencia con los
transportadores NHX, localizados principalmente m@mbranas intracelulares (Pardb al,
2006), SOS1 se localiza en la membrana plasmé&Bbaef al, 2002). Ademas se trata de un
transportador altamente especifico hacia €l Waarece incapaz de transportar otros cationes
monovalentes como el'ko el Li* (Shiet al, 2002; Quinter@t al, 2002). En un principio la sola
existencia de intercambiadores "M& en la membrana plasmatica fue cuestinada puesusdlo
namero limitado de especies vegetales apoyabanlatms bioquimicos la presencia de actividad
antiportadora NaK*)/H" en la membrana plasmatica (Menregral, 1990). La clonacién del gen
SOS1de Arabidopis asi como la presencia de mas de 120 ESTs queicadidih proteinas
similares a SOS1 en 31 especies diferentes demwstn@ solo la existencia de esta familia de
transportadores sino también su amplia distribu@dnplantas. EI nUmero de miembros de la
familia de genedlhaP en cada especie vegetal individual esta aun goridpues son pocas las
secuencias genomicas completas disponibles eridalidad. Genes homoélogosS®S1han sido
descritos solamente dphyscomitrella pateny en Cymodocea nodoséBenito y Rodriguez-

Navarro, 2003). En las secuencias gendémicas coaspliet arroz YArabidopsisse han encontrado
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uno (©s12g4436Py dos GOSly Atlgl466() genes similares a SOS1 respectivamente. La
proteina codificada por el locus At1gl4660 es mnyilar a SOS1 (72% de identidad) con un
extremo carboxiterminal aproximadamente 400 residnas corto que SOS1, y cuya funcion esta
aun por determinar. El claro fenotipo de haloseliddtal de las plantas mutantesslsugiere que
probablemente la proteina codificada por el loctlsgA4660, a pesar de su elevada identidad de
secuencia, pueda tener una funcion no solapant8©&1. En cambio, como se demuestra en este
trabajo, el homoélogo de SOS1 de arroz se comport@man equivalente funcional de AtSOS1
pues exhibe actividad antiportadora’ M y suprime parcialmente el fenotipo del mutasdelde
Arabidopsis

En base al patron de expresionf8S1ly a las caracteristicas fisiolégicas de las pkanta
mutantessosl se ha propuesto que SOS1 podria estar implicadel eontrol del transporte a
larga distancia de Naen Arabidopsis(Shi et al, 2002). El patron de expresion 8©Si1se ha
analizado mediante una fusién del promotor de S@Sden reporterdaUS detectdndose su
actividad principalmente en los tejidos internos godean a la vasculatura de la planta completa.
En la raiz, la actividad GUS se detectd principalimeen el periciclo y en las células
parenquiméticas que bordean los vasos del xilemadiseccion del tallo y el peciolo reveld la
actividad GUS restringida a las células parenquaast del limite xilema/simplasto.
Adicionalmente la expresion @&OSltambién se detect6 en las celulas epidérmicaspited de la
raiz. Puesto que este tipo de células epidérmisi@s éndiferenciadas y carecen de vacuolas lo
suficientemente desarrolladas para compartimentaxeeso N§ la extrusién activa del Na
citoplasmatico ejercida por SOS1 podria jugar yreperitico en la prevencion de la acumulacion
de Nd en el apice de la raiz. Por otra parte la expnepi@ferencial deSOSlen las células
parenguimaticas que rodean al xilema reafirma ptlpde este antiportador en el transporte de Na
a larga distancia en la planta. En respuesta xegse de sal (100 mM NacCl), el mutasteslde
Arabidopsisacumula mas Naque la planta silvestre; en cambio cuando el £stadino es
moderado (25 mM NacCl), la acumulacién sodica dedlamiesosles considerablemente inferior a
la encontrada en el silvestre (Ding y Zhu, 1997i &hal, 2002). Como se ha discutido
anteriomente (Apartado 1.4.A.1), cuando la safidi¢s moderada, SOS1 actuaria cargando Na
en el xilema para su distribucion controlada adeepaérea y su almacenamiento vacuolar en las
células del mesoéfilo de la hoja. Cuando el estaéases severo, SOS1 actuaria descargando Na
al xilema de la hoja evitando asi que una acumadpida del idén en las células del mesdfilo
foliar pudiera saturar la capacidad de compartie@dh sddica vacuolar y ocasionar dafios

celulares irreversibles (Figura 5).

l. 8. B. Regulacion del sistema SOS.
El progreso alcanzado hasta hoy en el entendim@mtos mecanismos de regulacion del

sistema SOS es bastante signficativo. La activatggbortadora NaH" ejercida por SOS1 se ha
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detectado en vesiculas de membrana plasmaticalasstie plantas dérabidopsissometidas a
estrés salino. En cambio, es indetectable en éaggs control no estresadas (®iwal, 2002). La
potenciacion de la actividad antiportadora de SQ8ldesarrolla a dos niveles al menos:
estabilidad del mensajero y activacion directa de fgncién intercambiadora de iones.
Intermediarios claves en la regulacion de SOSlagmoteina kinasa SOS2/CIPK24 y el sensor
de calcio SOS3/CBL4. Plantas Aeabidopsismutantesos2y sos3comparten el mismo fenotipo
de halosensibilidad y deficiencia dé Hue presenta el mutarges1(Zhu, 2000) lo que reafirma
su papel en la misma ruta de regulacion del antigor SOS1. El geBOS3/CBL4codifica a una
proteina que une Ca(tipo EF-hand) similar a CNB de levadura y quecasaz de detectar los
cambios transitorios en los niveles intracelulatelsion provocados por el estrés salino. SOS2 es
una protein-kinasa de serina y treonina con un miomaminoterminal catalitico similar a la
proteina de levadura SNF1 y a las kinasas depdadiele AMPc de animales (Lat al, 2000).
La region carboxiterminal de SOS2 es Unica en atant alberga un dominio autoinhibitorio
(dominio FISL) que interacciona fisicamente con 3OS union de SOS3 al dominio FISL de
SOS2en respuesta a una sefial de calcio suprime lahilticion de la kinasa y dirige al complejo
S0S2/SOS3 activado a la membrana plasmatica, demde fosforilar al antiportador Ni&d*
SOS1, promoviendo asi la expulsién activa de sddicitosol (Gueet al, 2001; Quintereet al,
2002) (Figura 4). La delecién del dominio autobiturio FISL resulta en una kinasa SOS2
constitutivamente activa e independiente de SOSB8308; Guoet al, 2004). La estructura
cristalina de SOS3 ha sido publicada recientemébémchez-Barrenat al, 2005). Sanchez-
Barrenaet al. (2005) exponen que, tras la unién a”C&80S3 experimenta un proceso de
dimerizacion en el que quedan expuestos sus danihidrofébicos. Este cambio en las
propiedades superficiales de SOS3 podria facifitainteraccion con SOS2 y la subsiguiente
transmision de la sefial de calcio evocada portedses

La activacion bioquimica del intercambio W4 de SOS1 estd controlada por la
fosforilacion del antiportador por el complejo kdBaSOS2/SOS3. La co-expresion de los tres
genesSOSen una cepa de levadura que carece de los trémdpms de Naendogenos suprime
su fenotipo de halosensibilidad hasta un nivel swyerior al alcanzado por SOS1 solo, en tanto
que SOS2 activa a SOS1 solo parcialmente y SO88@&gaz de estimular la actividad de SOS1
por si misma (Quinteret al, 2002). Adicionalmente el complejo kinasa SOSZ3@romueve la
fosforilacion de SOS1 en fracciones de membrarsng@tica de levadura, y la kinasa hiperactiva
SOS2T/A308 aislada de bacterias es capaz de fosfamilgitro al antiportador SOS1 purificado.
Ambos resultados apuntan a SOS1 como sustratorgedeila kinasa SOS2. De conformidad con
estos datos, la actividad de SOS1 no se potenciel gpstrés salino en las plantas mutasteRy
s0s3(Qiu et al, 2002), pero la adicion de la kinasa hiperac®@S2T/\308 a vesiculas de

membrana plasmatica aisladas de mutasts®y sos3restaura la actividad antiportadora de
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SOS1, cosa que no sucede cuando las vesiculagsipnodel mutanteosl Aparte de activar a la
kinasa SOS2, SOS3 ha demostrado ser el respondabku reclutamiento a la membrana
plasmética para facilitar una fosforilacion efeatoel antiportador SOS1 (Quintezbal, 2002).

La N-miristoilacion de SOS3 es imprescindible pswafuncionalidadn planta (Ishitani et al,
2000) y para el posicionamiento del complejo SOS&S en la membrana plasmatica (Pagto
al., 2005). Pese a todo, la evaluaciénplanta de una serie de alelos mutantes de SOS2 ha
revelado que la kinasa podria alcanzar la membnalaamatica en ausencia de SOS3,
posiblemente como resultado de su interaccion ¢@s @roteinas alternativas de tipo SCaBP o
incluso ABI2 (Guo et al, 2004). Proteinas mutantes de SOS1 truncadas!| esxtieemo
carboxiterminal devienen hiperactivos e indepertdierel complejo SOS2/SOS3 (Pasetoal,
2005). Estos resultados sugieren que el dominimogéterminal de SOS1, en condiciones basales,
podria ejercer un efecto autoinhibitorio sobredtivedad transportadora y que su fosforilacion por
SOS2 suprimiria dicho efecto autoinhibitorio.

Los niveles del transcrito de SOS1 se elevan poestlés salino por razén de un
mecanismo que es parcialmente dependiente de SOS2SB (Shiet al, 2000). Ademas la
regulacion de la abundancia del mensajero parecepa®-transcripcional pues sus niveles
aparecen regulados incluso cuando la transcripd@r5OS1esta dirigida por el promotor
constitutivoCaMV355(Shiet al, 2003). Aunque nada se conoce aun de los facjoieesnodulan
la estabilidad del mensajero &0OS1 los bajos niveles del transcrito acumulado ermal$n
transgénicas bajo condiciones de crecimiento esatasupieren que éste puede ser inestable en
ausencia de sal y que el estrés salino ocasioneeatabilizacion post-transcripcional del

mensajero.

l. 8. C. Interaccion de la ruta SOS con la nutricia de K.

Los mutantes dé\rabidopsisque carecen del transportador SOS1 o de algunsusle
proteinas moduladoras (SOS2 o SOS3), manifiestasittomas de una deficiencia dedgando
crecen en medios pobres eh (K* <200 uM), hecho que sugiere que la ruta’ Gdependiente
SOS podria tener un efecto regulatorio positivaesdd absorcion de dicho nutriente. SOS1 es el
Unico substrato conocido del complejo kinasa SOS8My su actividad antiportadora Wa" ha
sido demostrada, asi como su incapacidad pargbtdas K tanto condiciones basales como tras
su activacion por la kinasa SOS2/SOS3 (&ial, 2002; Quintereet al, 2002; Shiet al, 2002).
Niveles elevados de Nan la solucion del substrato se consideran peiplds para la nutriciéon
del K" debido a que compiten por los sitos de union ersistemas de transporte que median la
absorcion del K(Hasegawat al, 2000). No obstante, el fenotipo de deficieng&gdtasio de los

mutantesosresulta desconcertante y plantea la cuestion de cbm alteracion en la homeostasis

38



I. Introduccién

de Nd afecta a la nutricion de *Kmas alla de la competicion por sistemas transporés
comunes.

El fenotipo de deficiencia de potasio de los m@srsos esta condicionado por la
presencia de C§ pues se exacerba con niveles bajos del i6n (@MIby se suprime cuando sus
niveles son elevados (3 mM). Es bien conocido dualeio mejora la selectividad"KNa" en la
absorcion de iones reduciendo de manera efedtivimrha de Nay mejorando con ello la
tolerancia salina de la planta. Datos electrofigjmos sugieren que los canales no selectivos de
cationes (NSCCs) de la membrana plasmatica somekonsables de, al menos, parte de la
absorcion de Nague esta mediada por transportadores. Los NSC€araeterizan por su escasa
selectividad con respecto a los cationes inorgéniconovalentes, ademas en tanto que algunos
NSCCs son también permeables a cationes divalentas el C&" o el Md™, otros muchos se
inhiben por el CH (revisado por Demidchikt al, 2002). El genoma d&rabidopsisha revelado
la existencia de dos grandes familias de NSCCscgnservan una cierta similitud de secuencias
con sus equivalentes en animales, mas concretaroent®s canales regulados por nucleétidos
ciclicos y calmodulina (CNGCs) y con los canalemilares al receptor del glutamato (GLRS).
Mediante estudios de transporte en protoplastesatebrana plasmética de raicesAdabidopsis
Maathuis y Sanders (2001) han demostrado la prieselecactividad de canales CNGCs que,
inversamente a lo que sucede con los CNGCs de ksimse inhiben por cAMP y cGMP
(Demidchiket al, 2002; Talkeet al, 2003). Adicionalmente, cuando el medio de creaiho se
suplementa con nucledtidos ciclicos (CAMP o cGMR),absorcion de Nase reduce y la
tolerancia salina de la planta mejora consideraéaden (Maathuis y Sanders, 2001). A nivel
molecular, el canal darabidopsisAtCNGC1, que se expresa en la raiz vegetal y pates N4 al
igual que K, podria ser parcialmente responsable de la @baate Na que es inhibible por Ca
(Lenget al, 2002; Hueet al, 2003). Asi pues, la inhibicion de los canaleCEJAICNGCL1 y
otros) por el idn C3 posiblemente reduce la absorcion neta dedédos mutantesosaliviando
por consiguiente su fenotipo de deficiencia ded&ando crecen en medios pobres en dicho
nutriente.

La mutacionhtkl, aislada inicialmente como supresor extragénictadslosensibilidad
del mutantesos3 suprime igualmente el fenotipo de deficienciakdede los mutantesos En
cambio, la sobreexpresion moderada de AtHKT1 exbacdicha deficiencia en plantas silvestres
y mutantesos3(Ruset al, 2001, 2004). Ensayos de expresion heterdlodavawluras y oocitos
de Xenopushan demostrado que los transportadores HKT degslaon todos permeables & Ma
en algunos casos también &. KEl transportador de trigfaHKT1 se comporta como un
simportador N§K* de alta afinidad en medios con bajé & N&, sin embargo, en presencia
suficientes cantidades de ambos iones, el traresderK se inhibe tornandose en un transportador
de Nd de baja afinidad (Rubiet al, 1995; Gassmaet al, 1996). En arroz, las isoformas

OsHKT1 y OsHKT4 son transportadores especificos de® Nde alta y baja afinidad
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respectivamente; en cambio, la isofor@aHKT2 se comporta como un simportador Ma
(Horie et al, 2001; Garciadeblast al, 2003). El transporte de alta afinidad dé Na OsHKT1 se
inhibe en presencia de 1 mM dé, Kin embargo su capacidad para transportasitfue siendo
residual (Garciadeblast al, 2003). EnArabidopsis andlisis genéticos y electrofisioldgicos
indican que, su unica isoforma, AtHKT1 desarrolias funciones fisiolégicas relativas al
transporte especifico de NaComo se expone en el apartado 1.4.A.1. de estss, Ta patron de
contenidos i6nicos del mutanbdétl de Arabidopsisy la expresion preferencial d¢KT1 en las
células parenquimaticas del xilema de la vascuddtlrar, son ambos resultados que confirman el
papel de este transportador en la descarga sela#ivsodio desde los vasos del xilema para su
almacenamiento vacuolar y/o su recirculacion flagraalesde la parte aérea a la raiz, protegiendo
de este modo al tejido foliar del estrés salinoné®pi et al, 2005). Aunque la exportacion
floematica de Nadesde las hojas podria ayudar en la reducciénsiriVeles salinos en la parte
aérea, es importante tener en cuenta que la rieicansn de sal desde la hoja es reducida en
comparacion con la cantidad de sales importadas &rrente de transpiracion (Munns, 2005).
Las plantas transpiran aproximadamente 50 vecesagus de la que retienen en sus hojas. Los
flujos estimados de Ng CI en el xilema y floema de cebada indican que soréxgion por el
floema desde la hoja representa solo el 10% deperiacion por parte del xilema. Como se
ejemplifica con el arroz (Reet al, 2005), para evitar la sobreacumulacion de satel parte
aérea, la recuperacion de iones del xilema medHIKiEL seria una mejor estrategia halotolerante
gue su exportacion desde el floenhas evidencias acumuladas del andlisis genétictosle
transportadores de N&OS1 y AtHKT1 establecen que la nutricion deeasta vinculada a la
homeostasis de Nale una forma mucho mas compleja que el ampliamagptado modelo de
competicion del Nay el K por los transportadores que median en la absodgidotasio. En los
mutantessosla extrusion al medio del N&n exceso se encuentra impedida debido a la dasenc
de actividad SOS1 en la epidermis de la raiz @Dial., 2002; Shiet al, 2002). SOS1 se localiza
en las células del parénquima de la raiz dondeiboyé a la entrada de Nal xilema para su
translocacion a la parte aérea a través del terdmtranspiracion (Skei al, 2002). Asi pues, las
plantas mutantesosen condiciones de crecimiento fisiolégicas, acamwl Na en la raiz y ven
reducido su contenido en la parte aérea €8hi., 2002; Rust al, 2004). Como se discutio en el
apartado 1.4.A.1., en esta situacion de carga dtea reducida, el aumento del contenido dé Na
en la estela de la raiz debido a la recirculacEI\&" desde las hojas a través del floema jugaria
en detrimento de la planta y podria evitarse meeliEninactivacion de AtHKT1. De hecho, los
mutantes aisladasos3y hktl presentan una sobreacumulaciéon dé &tala raiz y la parte aérea
respectivamente, en tanto que el doble mutao$8 hktlpresenta una distribucion de sodio mas
equilibrada que se acerca mas al perfil enconteadias plantas silvestres (Reisal, 2004). Por
otra parte la sobreacumulacion de'Ma la estela de la raiz de los mutargesen un fondo

AtHKT1 silvestre podria impedir el flujo transverde K" a la estela y/o la carga d€ kn el
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xilema en condiciones crecimiento pobres énlia reduccion del contenido de Nen la estela
mediada por la mutacién de AtHKT1 podria restaetditujo de K desde la corteza de la raiz
hacia el xilema aliviando asi los sintomas de $wgidacia. Asi pues las funciones transportadoras
del sistema SOS y AtHKT1 se coordinan ajustadamame mantenimiento de la homeostasis del
Na' y el K'. El control del transporte a larga distancia dé ptdria funcionar de manera diferente
en plantas de arroz. El g&CK1/HKT8codifica para una proteina de tipo HKT que ha ddgrado
ser critica en la homeostasis déyKen la tolerancia salina de plantas de arroz @eat, 2005;
Garciadeblagt al, 2003). No obstante, a diferencia con los HKTAd#bidopsis esta proteina
abunda principalmente en la raiz y se expresarprgfamente en las células parenquimaticas que
rodean los vasos del xilema. En andlisis electodfigicos, la isoforma SCK1/HKT8 de la
variedadNona Bokra relativamente tolerante a la salinidad, ha deradetser mas activa en el
transporte de Ngue su homdlogo de la variedad mas sensibkhihiraki hecho que apunta a la
actividad de SCK1/HKT8 en la reabsorcién dé Nal xilema como mecanismo de halotolerancia
en la variedadNona Borra(Renet al, 2005). Si SCK1/HKT8 se coordina con el homolalgo
SOS1 en arroz para la regulacion de la carga reetaial xilema, ain esta por determinar.
Tampoco se conoce si en arroz existe un homoélogeidnal de AtHKT1 que permita la
recirculacion de Na través del floema contribuyendo asi a la resfmcde la acumulacién de
Na'en las hojas.

Por otro lado, Shabakt al (2005) han sugerido que SOS1 podria afectanattacion del
K* de una forma indirecta a través del control del'léATPasa de la membrana plasmatica. En
ausencia de estrés salino, la medida de los fldgoprotones en células de la raiz madura de
mutantes dé\rabidopsissos1sos2y sos3resulta inferior a la encontrada en las plantagrob
aunque los potenciales de membrana no presentarertifas significativas. En cambio, en el
apice de la raiz el potencial de membrana es anf¢fl01 mV) en el mutantsoslque en el
silvestre (-121 mV). Estos datos sugieren que tvidad basal de SOS1 podria beneficiar al
bombeo de protones, que en consecuencia facilitariaabsorcion del K por la raiz.
Alternativamente, la despolarizacion de la membraoasionada por la acumulacion de”Na
debida a mutacidsosl podria perjudicar a la homeostasis de &Ktravés de la estimulacion
anormal de los canales de salida del&pendientes de voltaje.

Datos recientes implican al canal AKT1 en la deficia de K inducida por el exceso de
Na" (Qi y Spalding, 2004). En medios de crecimiento niveles milimolares de NH4capaces
de bloquear al resto de transportadores qéas plantas dArabidopsisdependen del canal AKT1
para la absorcion fisiolégicamente significativa Kieé En un medio libre de Nacon niveles
elevados de NH, la absorcién de Kdependiente de AKT1 en la raiz de mutarstesresulta
normal y el crecimiento de estos mutantes exhilzedependencia de’kimilar a la del silvestre.
En cambio, la adicion de 50 mM de NaCl inhibe felerente la permeabilidad af ide las células

de la raiz y reduce el crecimiento de las plantatantessos] pero no de las silvestres. Es mas, la
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adicion de 10 mM de NaCl directamente al citoplasimacélulas de la raiz de plantas silvestres
inhibe completamente la actividad del canal deAKT1. Estos datos sugieren que los niveles
elevados de Nacitoplasmico, resultantes de la pérdida de lavigetd de SOS1, deterioran la
permeabilidad al Ken las células de la raiz. Ademas, dicha sobreaslacian de Naen la estela
radical de los mutantesoslpodria resultar en la inhibicion de otros trantqoores de potasio
implicados en su transporte a larga distancia.l Eas® del canal SKORsljaker-like K outward
rectifying channélque, localizado en la estela vascular de la esit3 implicado en el flujo de'K

al xilema para su distribucién desde la raiz addepaérea (Gaymaet al, 1998). Con todo, en
tanto que los mutantesktl son sensibles al Naurante su desarrollo temprano, los mutagkes

no resultan afectados, lo que sugiere que el efemtivo del Na sobre el transporte del potasio a
través de canales es probablemente mas importanieelade su absorcidn que a nivel de su

descarga al xilema (Qi y Spalding, 2004).

[. 9. Sistema CBL/CIPK de sefializacién celular.

I. 9. A. Familia de kinasas CIPKs deéArabidopsisy arroz.

En contraste con la calmodulina, que interacciamraun grupo muy diverso de efectores
proteinicos como por ejemplo kinasas, transporezdde iones o factores de transcripcion (Yang y
Poovaiah, 2003), los sensores CBLs interaccionp@céficamente con un grupo muy concreto de
protein-kinasas designado en consecuencia CIPHsinglés CBL-interacting protein kinasgs
(Shiet al, 1999; Halfteret al, 2000). Este grupo de kinasas CIPKs constitugenueva familia
de kinasas de serina/treonina especificas de plapo& posee similitud estructural con la kinasa
SNF1 6ucrose non-fermentifgde levadura y con las kinasas dependientes de CA@ANP-
activated protein kinagede animales (Albrechet al, 2001; Luanet al, 2002). Debido a esta
similitud estructural, las CIPKs fueron inicialmerihcluidas en el sub-grupo SnRK3 de kinasas
similares a SNF1 o SNFL (SNF-Like) (Hraba&@t al, 2003). Sin embargo las CIPKs son
funcionalmente distintas a las kinasas SNFL y mtase mecanismos de accidn y regulacion
claramente diferenciables (Kolukisaogtial, 2004) por lo que posteriormente se incluyeron en
una familia independiente de kinasas CIPKs.

Mediante estudios bioinformaticos se han encont2dsoformas de CIPKs codificadas
en el genoma ddérabidopsisy 30 isoformas en el genoma de arroz (Albreshtal, 2001;
Kolukisaogluet al, 2004). En ambas especies, la familia de kin@3B& diverge en dos ramas
filogenéticamente antiguas de genes con y sinrieioLas proteinas CIPKs presentan un extremo
aminoterminal conservado que contiene al domintalit@o de tipo kinasa SNF1 y que exhibe
una elevada identidad de secuencia entre las tdstisoformas (51-90% residuos aminoacidicos
idénticos). El extremo carboxiterminal regulatopcesenta una mayor variabilidad entre las

distintas isoformas (24-58%) y que no esta presemtetras kinasas de tipo SNF1 (Kolukisaoglu
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et al, 2004). El dominio catalitico de las CIPKs allzetm bucle de activaciéon con un residuo de
treonina que, localizado entre los motivos amino cgrboxiterminales DFG y APE
respectivamente, puede representar una diana fdeilxson por otras protein kinasas. De hecho,
en la isoforma SOS2/CIPK24, la mutacion puntualedte residuo de treonina-168 a aspartato
genera una enzima constitutivamente activa cuyidetl kinasa es independiente del sensor
CBL (Guoet al, 2001). Este hallazgo apunta a la actividad delahasa, aun por identificar, que
regule la actividad de las CIPKs y que, en congetgage proporcione un punto de regulaciéon
adicional que pueda interaccionar con otros elenseth¢ sefializacion celular. A este respecto hay
que destacar que las CDPKs, otro importante sisteém@sa calcio-dependiente de la célula
vegetal, también requieren de la trans-fosforilacpdr kinasas andnimas para desarrollar su
completa actividad kinasa (Romeisal, 2001).

En el extremo carboxiterminal regulatorio de la®K¥, un dominio de 24 aminoacidos
designado NAF debido al motivo conservado Asn-Ale-Rue incluye, fue identificado como
suficiente y necesario para mediar la interacciim & sensor CBL (Albrechdt al, 2001). Este
mismo dominio ha sido denominado FISL por @Gu@l, 2001. La naturaleza hidrofobica de este
dominio sugiere una interaccion de tipo lipofilematre CBLs y CIPKSs, lo que es consistente con
los datos de cristalizacién de SOS3 que indicansqudimerizacion en respuesta la uniéon d& Ca
resulta en la exposicion de una zona hidrofobica ppdria interaccionar con SOS2 (Sanchez-
Barrenaet al, 2005). El dominio de interaccion NAF/FISL (enekhte NAF) esta altamente
conservado en todas las kinasas de tipo CIPKs goegecuencia define a estas proteinas como
dianas de las sefiales de calcio transmitidas ntedikns sensores de calcio tipo CBL.
Adicionalmente el dominio NAF ha demostrado ejeraam funcién autoinhibitoria sobre la
actividad kinasa pues la delecién del mismo reseitauna kinasa constitutivamente activa e
independiente de CBL (Guet al, 2001). La formaciéon preferencial de complejodresn
determinadas isoformas de CBLs y CIPKs ha sidoiderada como uno de los mecanismos de
especificidad espacio-temporal de la sefial de caai la célula vegetal (Kinet al, 2000;
Albrechtet al, 2001; Gucet al, 2001). Puesto que el dominio NAF por si solmssficiente para
definir la especificidad de la interaccién con &hsor, otras regiones de la proteina alrededor del
dominio de interaccién o mas alejadas, podriatasaresponsables del alto grado de especificidad
de la interaccién entre CBLs y CIPKs (K&hal, 2000; Albrechet al, 2001). Un nuevo dominio
ha sido identificado recientemente como respongddl& interaccién entre las proteinas CIPK y
las protein-fosfatasas de tipo 2C ABI1 y ABI2 (Ohtaal, 2003). Este dominio, denominado PPI
(protein phosphatase interactipise localiza en el extremo carboxiterminal de ilzaga y esta
constituido por 37 aminoécidos que albergan urréadi®mologia con la kinasa CHK1, implicada
en la reparacion del ADN. El dominio complementagio las fosfatasas ABI responsable de la
interaccion con las CIPKs se localiza en su extrammoterminal. Notablemente, la substitucion

de la glicina conservada en la posicion 168 poagpartato, como ocurre en la proteina mutante
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abi2-1, impide la interaccion entre la fosfatasa y CIPKSEAS2 (Ohtaet al, 2003). En

experimentos posteriores se demuestra que lastdstisoformas de CIPKs exhiben diferentes
afinidades hacia las fosfatasas ABI1 y ABI2 (Géttal, 2003). Actualmente se estan investigando
las posibles implicaciones funcionales de esta aueteraccion entre las kinasas CIPK vy las

fosfatasas de tipo ABI y si se trata de una caratitea general a todas las isoformas CIPKs.

I. 9. B. Familia de sensores CBLs dArabidopsisy arroz.

Este grupo de sensores de calcio se identificdnafigente en base a su similitud con la
subunidad reguladora de la calcineurina B (CNBpy s sensores neuronales de calcio (NCS)
de animales, y consecuentemente se designarorina®t8CaBPs (del inglésnall Cd™ binding
proteing o CBLs (del inglégalcineurin B-likg (Liu y Zhu, 1998; Kudlaet al, 1999) (en adelante
CBLs). Tanto erArabidopsis thalianacomo enOryza sativaesta familia de genes comprende 10
miembros (Kolukisaoglet al, 2004) que pese a su elevada identidad genédiergn exhibir
funciones diferenciables (Kolukisaogéi al, 2004; Pandegt al, 2004). A pesar del idéntico
namero de gene€BLs codificados en los genomas deabidopsisy arroz, sus familias de
sensores parecen proceder de vias evolutivas tdstyn en consecuencia la prediccion de
funciones entre los homélogos de ambas especiempedultar problematica.

La estructura global de los sensores CBLs es simila de CNB y NCS en el sentido que
estos polipéptidos estdn plegados en dos domihdhsilgres separados por un corto dominio de
union (Nagaeet al, 2003). Las proteinas CBL se caracterizan pomativo estructural comudn
hélice-bucle-hélice denominado EF-hand que actimocaominio de unién al ién Ca
(Kolukisaogluet al, 2004). Este dominio EF-hand esta formado pobugie de 12 amino&cidos
flanqueado por dos hélices alfa cortas en el asmlminoacidos en las posiciones 1(X), 3(Y),
5(2), 7(-Y), 9(-X) y 12(-2) son criticos en la unia@l iébn C&" (Lewit-Bentley y Réty, 2000). Cada
isoforma de CBL comprende cuatro dominios EF-haol diversos grados de conservacién de
secuencia con respecto a su secuencia canoénicabldloente, el primer dominio EF-hand de
todas las isoformas CBL exhibe cambios aminoacédamn residuos carentes de oxigeno (Ala,
Val, lle o Cys) en los sitios 1(X) y/o 3(Y). En &hso de los NCS, substituciones aminoacidicas
similares incapacitan al dominio EF-hand para anli@én a calcio; en contrapartida este dominio
“afuncional” media en la interaccién de estos smwsaon sus proteinas diana correspondientes
(Burgoyne y Weiss 2001). EI numero asi como el @ap@ento entre los dominios EF-hand esta
absolutamente conservado en todos las isoformaxcictas de CBLs (Kolukisaoglet al., 2004)
lo que podria sugerir una estructura tridimensiawhin de todos los CBLs de plantas. La
estructura cristalina de AtCBL2 ha sido resueltier#emente con una resolucion de 2.1 A (Nagae
et al, 2003). En cuanto al plegamiento global de latgin@, su estructura es similar a las
estructuras de CNB y NCS, pero su conformacionl ldi€iere significativamente. Cada molécula

de AtCBL2 se une a dos iones*Gaambos coordinados en el primer y cuarto motiveh&fd,
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mientras que el segundo y tercer motivo EF-handna®ienen en una disposicion abierta debido
a puentes de hidrogeno, sin coordinarse a ningdnGd*. La composicién no candnica de
aminoacidos encontrada en los cuatro dominios EB-lte AtCBL2 esta también presente en
otras proteinas CBLs (AtCBL3 a AtCBL5; Kolukisaogit al, 2004) lo que podria resultar en
similares o idénticas propiedades de unién &.G&n cambio, las restantes proteinas CBLs de
Arabidopsisexhiben una composicién aminoacidica diferenteutedominios EF-hand por lo que
sus afinidades por Capodrian variar. Por ejemplo, AtCBL6 tiene una délecen el primer
dominio EF-hand que lo inhabilitaria para su urdddd” (Nagaeet al, 2003). Adicionalmente las
isoformas AtCBL1 y AtCBL9 tienen una composicidméaica de aminoacidos en los motivos
EF-hand tercero y cuarto que, en contraste coritdacidn de AtCBL2, podria aumentar su
afinidad por el CH (Nagaeet al, 2003; Kolukisaoglet al, 2004). Asi pues, la determinacion de
las estructuras cristalinas de los restantes mmsnde esta familia de sensores CBLs sera
necesaria para ahondar en el entendimiento dejldaon de esta red de sensores a nivel de su
union a C¥'.

Determinadas caracteristicas estructurales de dateipas CLBs sugieren que estos
sensores de Ca podrian cambiar su localizacion celular para fomai en diferentes
compartimentos subcelulares. Tanto la calcineuBir@mo casi todos los NCS son modificados
por el acido graso saturado miristato. La miristwidn tiene lugar en una secuencia diana
localizada en el extremo aminoterminal (MGXXXS/T@ kh proteina, mas concretamente en la
glicina que sigue a la primera metionina (Faetzal, 2001). La unién covalente al miristato es
catalizada co-tranduccionalmente por la N-myrigdtaihsferasa previa eliminacion de la metionina
inicial por la N-aminopeptidasa. La miristoilacignega a menudo un papel crucial en la
interaccion proteina-proteina 0 en la union de tatglha a membranas. No obstante la
hidrofobicidad de los péptidos miristoilados geimaemte no es suficiente para su anclaje a las
membranas por lo que para estabilizar dicha uniderudo un grupo palmitoilo se adiciona post-
traduccionalmente a un residuo de cisteina adyaeelat glicina miristoilada (Bijlmakers y Marsh
2003). En todos los CBLs miristoilables el residiamservado de glicina se sitla junto a una
cisteina, lo que sugiere que estas proteinas moskefaadicionalmente substrato de palmitoilacion.
Las secuencias aminoterminales de cuatro isofod@Asabidopsis(AtCBL1, 4, 5y 9) y cinco de
arroz (OsCBL1, 4, 5, 7 y 8) albergan motivos cove#os de miristoilacion. La miristoilacién ha
demostrado ser un requisito imprescindible parfurdionamiento de AtCBL4/SOS3, ya que la
activacion de SOS1 por complejo SOS2/SOS3 regsiereclutamiento a la membrana plasmética
por el sensor SOS3 debidamente miristoilado (Ishé@gal, 2000; Quinteret al, 2002). Estudios
de localizacion utilizando fusiones de la protedeamedusa GFP a distintas isoformas CBLs ha
revelado que tanto CBL1, como CBL9 se localizataemembrana plasmética (Batistic y Kudla,
2004). Notablemente la mutacién del motivo de naiigcion suprime completamente la

asociacion de estas proteinas a la membrana plaanfési pues, esta modificacion lipidica dual
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de las proteinas CBLs puede jugar un papel crecidh localizacion de los sensores CBLs asi
como sus kinasas interaccionantes en la membrasengtica, permitiendo asi la fosforilacion de
proteinas substrato asociadas a membrana. Es anéaturaleza temporal de la palmitoilacion
podria proporcionar un nivel adicional de regulacidediante la asociacion reversible a la

membrana plasmatica (Bijlmakers y Marsh, 2003).

I. 9. C. Mecanismos de especificidad de la sefial dalcio.

La mayoria, si no todos, los procesos de sefiatizaai plantas se acompafian de cambios
en la concentracion del Caintracelular (Gilroy y Trewavas, 2001). Difererxisutiles en cada
sefial de C4 particular constituyen la “contrasefia” que presisadescodificada para generar una
respuesta especifica para cada tipo de sefalsteh& CBL/CIPK deéArabidopsisproporciona
una combinacion de 10 sensores y 25 kinasas afiectdonde factores como su expresion génica,
su localizacién subcelular, su afinidad por caicila especificidad de la interaccion CBL/CIPK,

juegan un papel crucial en la descodificacion d¢érma” especifica de calcio.

a) Patron de expresién génica y localizacién subcaelula

La descodificacién de una determinada sefial déd&mende ampliamente de la presencia
y localizacion subcelular de los elementos necesgpara la transmisién de dicha sefial. Los
patrones de expresion de los ger@BLs y CIPKs estudiados hasta el momento difieren
significativamente entre las distintas isoformas. &femplo la expresion en raiz de los sensores de
calcio CBL1 y CBL9 esta restringida al apice y a la estela vasciandeyet al, 2004), sin
embargo en tanto que la expresiérCid 1 se induce fuerte y transitoriamente por la sedaisal
o el frio, y es insensible al ABA exdgeno (Albretthal, 2003); la expresion deBL9 se induce
especificamente por el acido abcisico (Paretegl, 2004). De manera similar la expresion de
CIPK9/PKS6se ha detectado en casi todos los tejidos salvaiees y se induce principalmente
por ABA y débilmente por la sal y la sequia (Gatgal, 2002b). En cambio la expresion de
CIPK8/PKS11se localiza principalmente en la raiz y no se éadoor ningun tipo de estrés (Gong
et al, 2002a). En conjunto los patrones de expresipaadficos de los distintaSBLsy CIPKsy
su solapamiento amplian y mejoran las posibilidatkissistema para responder de una forma
dindmica a los cambios ambientales y las necessddeledesarrollo. Un aspecto importante de la
sefalizacién por calcio es su restriccién a detedos compartimentos subcelulares, por tanto
para conservar esta especificidad espacial ehsstiecodificador se ve obligado a mantener esta
separacion local de los procesos de sefializaci@stérespecto la miristoilacion de determinadas
isoformas de CBLs (AtCBL1, 4, 5 y 9) juega un papalcial pues les permite asociarse a
determinados compartimentos subcelulares como lenbmaa plasmatica o el tonoplasto,

dirigiendo asimismo la localizacion de su compleBL/CIPK.
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b) Afinidad por calcio

En animales, los distintos sensores de calcio neles (NCS) difieren no so6lo en sus
patrones de expresion y localizacion subcelulan sambién en su afinidad y mecanismos de
unién a C& (Burgoyne y Weiss, 2001), lo que les permite deificar las distintas sefiales
especificas de Caen un amplio rango de concentraciones. Estudindases de los sensores
CBL de plantas estan aun en desarrollo, pero lesedicias observadas en la composicion
aminoacidica de sus dominios EF-hand sugierenedifes afinidades por el ién Ta incluso
diferentes mecanismos de uniéon a’'CaA este respecto, la familia de sensores CBLs de
Arabidopsispodria clasificarse en proteinas con un dominign&kd candnico (AtCBL6, 7, 8, 10);
con dos dominios EF-hand candnicos (AtCBL1, 9);om mingun dominio EF-hand candnico
(AtCBL2, 3, 4, 5) (Kolukisaoglet al, 2004). Adicionalmente la formacion del compl€BL-
CIPK podria ser dependiente de'Cla que proporcionaria un nivel afadido de regdlagior el
ion Ca". Este es el caso del complejo CBL1-CIPK1 cuyarautgionin vitro requiere niveles

micromolares de calcio (Shkt al, 1999).

c) Especificidad de la interaccion CBL/CIPK.

La estructura del sistema CBL/CIPK en un princigisgiere un nimero elevado de
combinaciones entre los distintos CBLs y CIPKscBmbio, los datos experimentales sugieren la
formacion preferencial de complejos entre deterdosaCBLs y CIPKs, hecho que se ha
interpretado como uno de los principales mecarssd® especificidad en este tipo de vias de
sefializacion (Guet al, 2001, Albretctet al, 2001). Estos resultados confirman que, incluso s
distintos CBLs y CIPKs coexisten en una determinaélala vegetal que tuviera que procesar
simultdneamente distintas sefiales de calcio, lacthdbdad en la formacion del complejo

CIPK/CBL permitiria mantener dicha especificidadatransmision de la sefial.
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II. OBJETIVOS.

La activacion bioquimica del intercambio ‘W4’ del antiportador dérabidopsisSOS1
mediante la fosforilacion por la kinasa SOS2 sedeaostrado mediante la co-expresion
heteréloga de las proteinas SOS en una cepa ddulavdnalosensible que carece de los
transportadores de sodio enddégenos (Quingeral, 2002). Adicionalmente se observd que el
complejo kinasa SOS2/SOS3 promovia la fosforilagi@én SOS1 en fracciones de membrana
plasmética de levadura, y que la kinasa hipera8W&2T/[A308, aislada de bacterias era capaz
de fosforilarin vitro al antiportador SOS1 purificado. Aunque en comulits antecedentes
experimentales apuntan a la fosforilacion del antgmlor como el mecanismo de activacion por la
kinasa, aun se desconoce el dominio de reconodmnieriosforilacion por SOS2 y no existen
evidencias que demuestren una relacion directee ezdgta fosforilacion y la activacion del
antiportador. Uno de los objetivos en los que satraeesta tesis, y cuyos resultados
experimentales se recogen en el capitulo I, esafacterizacion molecular del mecanismo de
activacion del antiportador SOS1 por la kinasa S@®#@iante la identificacion del dominio de
fosforilacion de SOS1 y la posterior caracterizaciancional de mutantes puntuales en la(s)

diana(s) de fosforilacion identificadas.

En el momento de iniciar esta tesis la existenelasidtema SOS tan so6lo se habia descrito
en la dicotiledénearabidopsis thaliana Sin embargo ya habia indicios de la existencia de
posibles homélogos del antiportador SOS1 en otrapeckes de dicotiledoneas vy
monocotiledoneas. Aprovechando la reciente secaenc gendmica de la monocotiledonea
Oryza sativa se plante6 como objetivo la identificacion y céegizacibn molecular de los
homélogos funcionales de arroz de cada una dedaptoteinas del sistema SOS (SOS1, SOS2y
SOS3) deArabidopsis El conjunto de resultados experimentales encatoma la realizacion de

dicho objetivo se exponen en el capitulo Il de &ésfsis.
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lll. MATERIALES Y METODOS

lll. 1. Material Bioldgico.

. 1. A. Material Vegetal.

lll. 1. A. 1. Arabidopsisthaliana.

Se han utilizado plantas deabidopsis thalianaecotipoColumbiaglabrous 1silvestre
y mutantessosl-1(Wu et al, 1996),s0s2-2(Zhu et al, 1998) ysos3-ILiu et al, 1997)
procedentes de semillas cedidas por el laborattgloDr. Jian-Kang Zhu (Universidad de

California Riverside).

. 1. A. 2. Oryza sativa.
Se han empleado plantas de ar@gyga sativacv Nipponbarg procedentes de semillas

cedidas por el Dr. Alonso Rodriguez-Navarro (Ursigad Politécnica de Madrid).

lll. 1. B. Estirpes usadas.

[ll. 1. B. 1. Bacterias.

Para la transformacion y propagacion de plasmidangpearon las estirpes XL1-Blue,
XL10 gold y ER2925 (Tabla 1) de la bacteEacherichia coli Esta Ultima carece de las
metilasas DAM y DCM por lo que ha sido de utilidam la propagacion de plasmidos para su
restriccion en sitios sensibles a metilacion. Yaparobtencion de proteinas recombinantes se
empleo la estirpe BL21(DE3) (Tablal) de la mismetdxga. Esta lleva integrado en su genoma
el gen de la polimerasa de ARN del bacteriéfagtddjd el promotot.acUV5de manera que en
presencia del inductor IPTG (Isoprofib-tiogalactopirandsido) proporciona altos nivetkes
expresion de genes clonados en vectores bajo &totatel promotor T7. Adicionalmente
carece de las proteasas OmpT y Lon por lo queteedelespecial utilidad en la purificacion de
proteinas recombinantes. Para transformar los pdio®seminales d&. thalianase empleé la
estirpe GV3101 deAgrobacterium tumefaciensa cual porta los genedr en el plasmido

pMP9O0 de resistencia a la gentamicina (Koncz y [Bct#86).
lll. 1. B. 2. Levaduras (Saccharomyces cerevisiag).

Las estipes d8accharomyces cerevisiasadas en este trabajo se describen a

continuacion:
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lll. 1. B. 2. a. S. cerevisae AXT3K (Aenal::HIS3::ena4Anhal::LEU2,Anhx1::Kan MXJ.
Fue construida por Quinteret al. (2002) a partir de la cepa ANT@Aenal::HIS3::ena4,
Anhal:LEU2, ambas derivadas de la estirpe silvestre W3034RT(, ura 3-1 leu 2-3, 112
his 3-11,15 trpl-1 ade2-1 canl-0(Be trata de una cepa de levadura que carece de los
principales transportadores de ‘N@ecesarios para su tolerancia salina: las ATPdsaNd
ENA1-4 y el antiportador N&*/H* NHA1, localizados en la membrana plasmatica (Hdro
al., 1991; Wielancet al, 1995; Bariuelost al, 1998); y el antiportador N&d™ NHX1 situado

en el reticulo endoplasmatico (Naatsal, 1997; Darleyet al, 2000; Quintercet al, 2000).
Presenta por lo tanto un fenotipo de halosensd#ulligevera y ha sido de gran utilidad en la
caracterizacion funcional de proteinas transportedde Naprocedentes de plantas (Dreger
al., 1999).

lll. 1. B. 2. b. Scerevisiae JP890 (Aenal::HIS3::ena4,Anhal:LEU2, Anhx1::KanMX4
CYC1:[PGK1:SOS1:CYC])] Se trata de un derivado de la cepa mutante y sstrogd
mediante la insercién puntual del casete de ex@rdBGK1:AtSOS1:CYClprocedente del
vector pSOS1-1 (Quinteret al, 2002), en el terminador del g&YC1lde la levadura (Guet
al., 2004). La localizacion cromosomica del transgéra yutilizacion del promotoPGK1
proporcionan una expresion moderada y constitutelaransportador darabidopsisAtSOS1

en el fondo genético AXT3K.

lll. 1. B. 2. c. Scerevisiae JP1021 (Aenal::HIS3::ena4,Anhal::LEU2, Anhx1::KanMX4
PMA1::[PMA1:0sSOS1:ADHJ] Se trata igualmente de un derivado de la cepa iteutan
AXT3K y se construyd mediante la insercibn puntudél casete de expresion
PMA1:0sSOS1:ADHlprocedente del vector pDROsSOS (Apartado IVjll.en el promotor
del genPMALlde la levadura. Para ello, en el vector pDROsS&29mactivé el marcadd/RA3

y el origen de replicacion en la levadufa) mediante la eliminacion de un fragmewntpal-
SnaBlde aproximadamente 1,3 Kb y subsiguiente religad&nvector resultante. El vector asi
obtenido se digirié en el promotBMA1 con la enzim&pnl y una vez linealizado se inserté al
completo en el mismo promotB®MA1 del genoma de la levadura AXT3K transformada don e
complejo AtSOS2/SOS3 (pFL32T). La seleccion detlassformantes se realiz6 en placas de
medio AP suplementadas con 200 mM de NaCl, en bBhsmimento de la halotolerancia
conferido por SOS1 en presencia del complejo SA3RES Una vez seleccionados los
transformantes, el vector pFL32T se elimind medi@nécimiento en medio rico no selectivo, y
su actividad SOS1 se reensayo6 para confirmar saatarinsercion. Al tratarse de una insercion
puntual el casete de expresiPRALl:0sSOS1:ADH%e inserto sin interrumpir la funcionalidad

del promotorPMAL endbgeno (Figura 6). La localizacion cromosomied tdansgén y la
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utilizacién del promotorPMAL proporcionan una expresibn moderada y constitutigh

transportador d®ryzaOsSOS1, en el fondo genético AXT3K.

lll. 2. Medios y condiciones de crecimiento.

En todos los casos los medios se esterilizaromymclave durante 20 min a 120°C y 2
atmosferas de presién. Los medios sélidos se omreer a 4°C por un maximo de dos meses,
mientras que los medios liquidos se almacenar@madratura ambiente. La suplementacion
con antibidticos y otros compuestos termolabileseséizd una vez autoclavado el medio, con

una solucién 1000X del antibidtico esterilizada filtnacién (0,22um).

lll. 2. A. Bacterias.

Las bacterias se crecieron en medio Luria-BertEi bacto-tryptona, 0.5% extracto de
levadura y 1% NaCl) a 37°E&(coli) o 30°C A.tumefaciens En determinadas aplicaciones se
utilizé un tipo de LB modificando (LBK) que sustjl la sal sodica por 1% KCI. Para la
seleccién de bacterias portadoras de plasmidosedionse suplementé con 50-100 mg/L de
ampicilina o 50 mg/L kanamicina. Para solidificarneedio se afiadié un 2% de agar. Para
preparatkE. coli competentes se utilizé el medio cultivo SOB (2%tbdryptona, 0.5% extracto
de levadura, 10mM NaCl, 2,5mM KCI) al que una veitoalavado se afiadié 1% de una
solucion estéril de magnesio (IM Mgs?H,0, 1M MgCh-6H,0). Para prepararA.
tumefacienscompetentes las bacterias se cultivaron en med@P {1% Bacto-Peptona, 1%
Extracto de levadura, 0,5% NaCl). Para purificatginas recombinantes expresadag ecoli
se empled el medio de crecimiento 2XYT (16g/L b, 10g/L extracto de levadura, 5 g/L
NaCl) suplementado con 100 pg/mL ampicilina (2XYTRnalmente, para la conservacion de
bacterias conteniendo plasmidos de interés sermapté el cultivo bacteriano con un 15% de

glicerol estéril y se guardo a -70°C.

[ll. 2. B. Levaduras.

Se siguieron las técnicas de manipulacion y crecitoi de levaduras descritas en los
libros de Guthrie y Fink (1991) y Ausubet al. (1996). Las levaduras se crecieron a 28-30°C.
Para el crecimiento rutinario se usé medio rico {B% extracto de levadura, 2% peptona, 2%
dextrosa). Cuando fue necesario el mantenimientgl&danidos se us6 el medio minimo YNB
(0.17% YNB sin aminoacidos, 0.5% (M}2SQO4, 2% dextrosa) al que se afadieron los
aminodcidos necesarios para cada cepa a las cauwienes indicadas en Ausuletlal. (1996)

y el pH se ajust6é a 6.0 con NaOH. Para solidifiocarmedios se afiadi6 en ambos casos 2% de
agar. Para el crecimiento de levaduras en condisidle bajo potasio se utilizé el medio AP,

descrito por Rodriguez Navarro y Ramos (1984), ems por 8 mM kPQ, 2 mM SQMg,
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0.2 mM CaCl, y 2% glucosa, llevando el pH a 6.5 con L-argifiaata una concentracion final
de 10 mM; mas vitaminas (0.02 mg/mL biotina, 0.4/lmgiacina, 0.4 mg/L piridoxina, 0.4
mg/L tiamina y 0.4 mg/L &cido pantoténico) y eletosrtraza (0.5 mg/L de-BO3, 0.04 mg/L
de CuSQ 0.1 mg/L de IK, 0.2 mg/L Feg;10.4 mg/L MnSQ H,O, 0.2 mg/L NaMoQO,4-2H,0 y

0.04 mg/L ZnSQ@7H,0. Este medio carece detl§ otros cationes alcalinos. Para realizar los
ensayos de tolerancia salina de levaduras se afiadvbde KCI y se suplement6 con NaCl a
las concentraciones indicadas en cada caso. Las depinterés se guardaron a -70° C después

de afadir 15% de glicerol estéril a una susperdgdeelulas en medio de cultivo.

lll. 2. C. Arabidopsisthaliana.
En funcion de los requerimientos de cada experimpes¢ emplearon dos formas

distintas de cultivo dé. thaliang el cultivo en suelo y el cultivim vitro.

lll. 2. C. 1. Crecimiento y propagacion en suelo.
Se emple6 fundamentalmente en la propagacién deéaplgpara recoleccion de sus

semillas.

lll. 2. C. 1. a. Siembra y germinacion.

Como medio de crecimiento se utiliz6 principalmentga negra, que se autoclavo
previamente durante 30 minutos para eliminar pesilplagas. Para la siembra de plantas en
macetas o semilleros, el sustrato se humedecas wdmillas se esparcieron uniformemente
utilizando un papel de filtro a una densidad de&dSémillas/drh Las macetas o semilleros se
cubrieron con plastico transparente para evitapéadidas de humedad y se colocaron durante
48 h a 4° C para vernalizar las semillas. Trangtudicho periodo éstas se transfirieron a la
camara de cultivo. A los 7 u 8 dias de iniciadpreteso de germinacion se retir0 el plastico y
se mantuvo un régimen de riego de 2-3 veces pomarsmBajo estas condiciones, y
manteniendo el ciclo luminico en dia largo, las nf@a de Arabidopsis florecen

aproximadamente en la quinta semana de desarroimpletan su ciclo vital en la octava.

[ll. 2. C. 1. b. Parametros de crecimiento.

Las plantas dérabidopsisse cultivaron en camaras con luz, temperaturanyedad
controladas. Se sometieron a un régimen de 168uzd®AR 300 umol/mpor segundo) a 25°C
y 8 h de oscuridad a 20°C con una humedad reldél/&0-40 %. Se les suministré agua por
subirrigacién segln necesidad, teniendo en cuent lgs plantas requieren una mayor

irrigacion en los primeros dias, antes del dedarrdé las hojas verdaderas, y durante la
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formacion de semillas. Ocasionalmente las plandaegaron con 0,5X MS durante las fases

tardias del crecimiento con objeto mejorar la poothn de semillas.

lll. 2. C. 1. c. Recoleccién y conservacién de sdtas.

Poco después de iniciada la floracion las plarggsrstegieron coracons™ (Lehle
Seeds) que ademas de facilitar la recoleccion dillas evitan la contaminacion cruzada de
semillas y la fertilizacion cruzada de flores danphs contiguas. Cuando las silicuas hubieron
madurado se detuvo la irrigacion de la planta geanitir su completa desecacion. Sélo
entonces se procedio a la recoleccion de sus ssnaiirtando las inflorescencias por la base,
desprendiendo las silicuas con los dedos y limmidad semillas con ayuda de tamizaciones
sucesivas. Antes de su utilizacién o almacenamiasteemillas deben alcanzar una humedad
relativa del 5-6 %, para ello se guardaron en soble papel dentro de cajas hermeéticas
conteniendo gel de silice que se mantuvieron adeaityra ambiente durante 1-3 semanas. Para
la conservacion de las semillas durante perioddengo medios (3-4 afios) con accesibilidad

frecuente dichas cajas se guardaron a 4° C.

lll. 2. C. 2. Crecimiento y propagacioénin vitro.

[ll. 2. C. 2. a. Esterilizacion de semillas.

Antes de la germinacién la superficie de las semiie esterilizé mediante lavados
sucesivos en etanol al 70% (2 min.), en lejia coiakal 50 % con un 2% de Tween (7 min.) y
finalmente cinco lavados en agua destilada estéxril.semillas esterilizadas se resuspendieron

en una solucion agar-agua al 0,2%.

[ll. 2. C. 2. b. Medios de cultivo.

Se empleo el medio descrito por Murashige y Ské¢b862) (Tabla 2), suplementado
con la mezcla vitaminica de Gambaeg al. (1968) que se preparé a partir de una mezcla
comercial (Duchefa), adicionando un 3 sacarosa y ajustando finalmente el pH a 5,7 con
KOH 1M. Para solidificar el medio se afiadié un 08#n 1.5% de agar segun se emplearan las
placas en ensayos de crecimiento en horizontal wesital respectivamente. Para realizar los
ensayos de tolerancia salina se adicion6 al med{l i las concentraciones indicadas en cada
caso. Y para la seleccion de plantas transgéniaiplement6 el medio con p@/mL de

kanamicina.
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lll. 2. C. 2. c. Siembra y parametros de crecimiert.

Antes de la siembra las semillas estériles en agaa- se incubaron a 4° C durante 3
dias con objeto de sincronizar la germinacion nmdida vernalizacién de la semilla. Para
sembrar en medios solidos se distribuyeron laslssmina a una separadamente sobre la
superficie del medio tomando las semillas directamede la solucion agar-agua y
sembrandolas con ayuda de una punta de pipeta 0@ {0 Las placas sembradas vy
convenientemente selladas con parafiim® se incubarouna camara de cultivo vitro con
iluminacion y temperatura controladas (16 h. dedw5°® C y 8 h. de oscuridad a 20° C). Para
sembrar en medios liquidos se afiadieron las sen@tériles directamente sobre un matraz
erlenmeyer conteniendo la cantidad de medio ndeedaicho matraz se incubd en agitacion

dentro de la cAmara de cultiwovitro.

lll. 2. C. 2. d. Transplante a medios no estériles.

Aunque seria posible crecer plantasfdabidopsisen esterilidad hasta el desarrollo de
sus semillas, en la practica esto resulta pocguék la produccion de semillas se ve altamente
reducida debido a la excesiva humedad del culiivavitro. Por consiguiente para poder
recolectar semillas se hace necesario el trangpldatlas plantulas desde medios estériles a
tierra. Para ello se prepararon bandejas macetaslales de 5 cm de didmetro con turba
autoclavada y humedecida con MS al 0.5X. Con ladayde unas pinzas se tomaron las
plantulas por el hipocotilo, sacandolas del agar coidado de no romper sus raices y se
dispusieron, una plantula por alveolo, en pequeingeros practicados sobre la tierra. Para
mantener la humedad elevada durante los 3-4 djagestes al transplante se cubrieron las
macetas con plastico transparente que se retirgrggivamente una vez las plantulas se

hubieron aclimatado.

[ll. 2. D. Oryza sativa.

[ll. 2. D. 1. Esterilizacion y germinacion.

Antes de la germinacion, la superficie de la sewillle arroz se esteriliz6 mediante
lavados sucesivos en etanol 70% (2 min.), en ¢ejfiaercial 50% con un 2% de Tween (3 min.)
y finalmente, varios lavados en agua destiladaiedtés semillas esterilizadas se germinaron
en oscuridad, a 28°C y con una humedad relativA@@%o hasta el desarrollo del cotiledén (5

dias).
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lll. 2. D. 2. Cultivo hidropdnico.

Las plantulas germinadas se colocaron en un sigdensaltivo hidroponico consistente
en cajas con solucién nutritiva (8 litros/caja)a@meacion que acomodaban hasta 20 plantas cada
una. La solucién nutritiva, previamente descrita liyamoto et al. (2001), contenia: : 0,09
mM (NH,),S0O,, 0,05 mM KHPO,, 0,05 mM KNQ, 0,03 mM KSGQ,, 0,06 mM Ca(NG),, 0,07
mM MgSQ,, 0,11 mM Fe-EDTA, 4,6 uM §BOs, 1,8 uM MnSQ, 0,3 uM ZnSQ 0,3 uM
CuSQ, pH 5-5,6 (Miyamotoet al, 2001). Para practicar el choque salino el medio s
suplement6 con 100 mM de NaCl. Las cajas de hidhiopGse incubaron en una camara de
ambiente controlado bajo un régimen de 16 h d¢RAR 300 pmol/rhpor segundo) a 25° C y
8 h de oscuridad a 20°C con una humedad relativ0dé0 %. La solucidn nutritiva de las

cajas se renovaba cada 7 dias.

[1l. 3. Transformacién de células.

[1l. 3. A. Vectores utilizados.

Los vectores utilizados durante esta tésis seibescdetalladamente en la tabla 3.

[1l. 3. B. Transformacion de E. coli.

lll. 3. B. 1. Preparacion de células competentes. &odo del crecimiento a baja
temperatura.

Este método fue descrito por Inoae al. (1990). Con cinco colonias frescas de la
estirpe apropiada se inocularon 200 mL de medio 80Bn matraz de 2 L, éste se incubd con
agitacién vigorosa (150-250 rpm) a 18° C hastalbu@a600nm de 0,4-0,6. Para alcanzar una
eficiencia de transformacion éptima el cultivo dedselar al menos 30 horas en alcanzar dicha
densidad. Se recogieron las células centrifugan@®G0 rpm durante 15 min. a 4°C. El
sedimento se resuspendio en 67 mL (1/3 vol.) decgni de transformacion fria y se incubo en
hielo durante 10 min. Las células se volvieron rtrdfeigar como antes, se resuspendieron con
suavidad en 16 mL (1/12,5 vol.) de solucién dediamacion fria suplementada con un 7%
(v/v) de DMSO y se incubaron en hielo durante 10.rRinalmente la suspension se dispenso
en alicuotas de 0,1 mL que se congelaron rapidaneenhy liquido y se conservaron a -70° C.

Para preparar la solucion de transformacion selvikson 10 mM PIPES, 15 mM
CaCb-2H,0 y 250 mM KCI en agua milliQ (Millipof® se ajusto el pH a 6,7-6,8 con KOH 5N
y finalmente se afiadieron 55 mM MnQla solucién se esterilizé por filtracion (0,4) y se

conservo a 4°C.
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[ll. 3. B. 2. Transformacion de E. coli.

A 100 pL de células competentes se afadieron 10-100 ngDi¢, en un volumen
menor de 1QuL, y se incubaron en hielo durante 30 min., desp@ésometieron a un choque
térmico de 42° C por 30 segundos y se retornarorediatamente a hielo por 5 min. A
continuacion se les afiadio 9AD de medio LB y se incubaron a 37° C en agitacidrante 30-

60 min. Las células se recogieron por centrifugaeidaja velocidad y se extendieron en placas
de LB con el antibidtico de seleccion apropiadoar@o era posible identificar plasmidos
recombinantes por inactivacion del enzima b-gatdésa (producido por la combinacion de
fragmentos codificados por el pladsmido y la baategceptora), se extendieron 4 pL de IPTG
(200 mg/mL) y 40 pL X-Gal (20 mg/mL) sobre la sujpée de la placa previamente a la
siembra de bacterias (Sambragtkal,, 1989). Los transformantes se confirmaron por RPER
colonias con los cebadores apropiados o bien ntediagstriccion enzimatica de una

preparacion de ADN plasmidico del transformante.

[1l. 3. C. Transformacion de A. tumefaciens.

lll. 3. C. 1. Preparacion de células competentes dee tumefaciens.

Se han elaborado siguiendo el protocolo de Holstiead. (1978). Se inocularon 5 mL
de medio YEP con una colonia de la estirpe aprepaaA. tumefacieny se incubd a 28°C
durante toda la noche. Con 2 mL de este precusgvimocularon 80 mL del mismo medio y se

incubo a 28°C hasta D,Q),,=0.5-1. Se recogieron las células por centrifugaed3000 g y
4°C durante 10 minutos y se resuspendieron en L.@en20mM CaCl frio. Las células se

dispensaron en alicuotas de 100 pL que se coogel@pidamente en Nliquido y se

conservaron a -70°C.

[ll. 3. C. 2. Transformacion de A. tumefaciens

A 100 pL de células competentes se afiadié al menas de ADN plasmidico, en un
volumen menor de 10 pL, y se congelaron gniguido. A continuacién, se descongelaron a
37° C durante 5 min., se le afiadi6 1 mL de medi® YEse incubaron a 28°C con agitacion
suave durante 3 horas. Las células se recogiemongmirifugacion y se extendieron en cajas
Petri con el antibiético apropiado. Los transfortearse confirmaron por PCR de colonias con
los cebadores apropiados o bien retransformaidaoli con una preparacion del ADN
plasmidico deAgrobacteriumy analizando los transformantes bacterianos pstriceion

enzimatica.
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[1l. 3. D. Transformacion de S. cerevisiae.

[ll. 3. D. 1. Método del acetato de litio.
Este método fue descrito por Ellgeal. (1992) y se empled para la transformacion con
vectores sencillos. Se prepard un cultivo inocubat® mL de YPD con una colonia de la

estirpe apropiada e incubando a 30° C en agitatiéante toda la noche. Se recogieroh x
108 células (DQuonm= 1 equivale & 1 x 10/ células/mL) por centrifugacion y se les afiadié 1-2

png de ADN y 50QuL de solucién PLATE (40% PEG 4000, 0.1 M acetatditde 10 mM Tris-
CIH, pH 8.0, 1 mM EDTA), mezclando brevemente. téhilas se incubaron en esta solucién
durante 16-24 horas a temperatura ambiente (2B°€hntinuacién se recogieron las células
por centrifugacion, se resuspendieron en 100 pimedio YNB y se extendieron en placas
selectivas incubandolas a 28°C por 48 horas. Bamadgracion en el genoma de la levadura de
fragmentos de ADN mediante recombinacion homoél@garsple6 una variante de este método
(Gietz et al 2002) que mejora considerablementfitacia de transformacion. Se prepard un
cultivo inoculando 50 mL de YPD o YNB con 1-2 calsde la estirpe apropiada y se incub6 a
28°C con agitacion hasta alcanzar unada@~ 2. Se recogieron las células por centrifugacion
lavandolas con 25-50 mL de agua estéril y resus@eddlas finalmente en agua a una
concentracion de 2@él/mL. A 100uL de dicha suspension (l6élulas) se le afiadié 142 de
ADN y 350puL de PLATE y se incub6 a 42° C durante 45-60 miicoAtinuacion se recogieron
las células y se extendieron en placas selectma® €n el método anterior. Los transformantes
se confirmaron por PCR de colonias con los cebadmpeopiados, o bien retransformaritlo
coli con una preparacién del ADN plasmidico de la levad/ analizando los transformantes

bacterianos por restriccion enzimatica.
[ll. 4. Obtencién de plantas transgénicas.

[ll. 4. A. Preparacion de las células dé\. tumefaciens.

Se ha seguido el protocolo descrito por Bechétldl. (1993). Se inocul6é una colonia
de A. tumefacienportadora de la construccion a introducir en plaren 5 mL de medio LB o
LBK suplementado con 50g/mL de kanamicina y se incubd a 28° C con agitadifrante 36
horas. Con dicho precultivo se inoculé 0,5 L de imé® o LBK contenido un matraz de 2 L e
igualmente suplementado con kanamicina y se incob@ antes hasta alcanzar unasfQx
1,8-2,2. Entonces las células se centrifugaronGd 5@.m. y 4° C durante 10 minutos y se
resuspendieron en 200 mL de solucion de transfaém#6,5X MS, 5% sacarosa, 0,02% silwet

L-77 a pH 5,7) de preparacién reciente.
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lll. 4. B. Transformacién de plantas deA. thaliana.

Se requieren plantas adultas Alabidopsis (4-6 semanas) cultivadas en suelo y que
estén iniciando la floracion en el momento de smisformadas. Para aumentar el nimero de
primordios seminales transformables y con ellofieiencia de la transformacion, se podo el
primer tallo floral promoviendo asi el crecimierde mas tallos florales desde la roseta. La
agroinfeccidn se llevé a cabo sumergiendo losddltrales en la suspensién Algrobacterium
durante unos segundos, inmediatamente despuésbsé ta parte aérea de la planta con
plastico transparente para mantener la humedaemlas zonas agroinfectadas. Al cabo de 16-
24 horas se retird el plastico y se dispusierorvenientemente lodracons". Se prosiguio el
riego normal de la planta hasta la maduracion sisilecuas (4-6 semanas), entonces se detuvo

progresivamente la irrigacion y se recolectarorséasillas.

[ll. 4. C. Seleccién de transformantes y propagaci

Las semillas transgénicas (T1l) se germinanmonvitro en placas de medio MS
suplementado con 5@Qg/mL de kanamicina. A los 5-8 dias desde la geronma se
seleccionaron las plantulas que presentaban daistencia al antibidtico (verdes con raices
largas) y se transplantaron, con ayuda de unaapistériles, a placas de MS sin el antibiético.
Cuando las plantulas hubieron desarrollado 4-5shegadaderas se transplantaron a suelo y se

cultivaron hasta la recoleccion de sus semilla3.(T2

lll. 4. D. Presencia, expresion y numero de copiatel transgén.

Las plantas dérabidopsis(T1) fueron analizadas para comprobar si erarsgi&micas,
si expresaban el transgén, y también para estinngingero de copias del transgén integradas en
su genomio.

[ll. 4. D. 1. Presencia.

Para ensayar la presencia del transgén se recoledt® hojas de la roseta basal de la
planta y se procesaron convenientemente para taceidn de ADN genomico. Con éste se
realizaron reacciones de PCR con los cebadorepiagos tanto del transgén como del gen de
resistencia a kanamicina (oligos NPTII, consultareXo 1). Adicionalmente se ensayé la
integridad de la muestra de ADN gendémico mediantereaccion de PCR con cebadores para
la tubulina 4 déArabidopsis(oligos TUB4, Anexo ).

lll. 4. D. 2. Expresion.

Para ensayar de manera cualitativa la expresionraledgén en la planta, se extrajo

ARN de 2-4 hojas de la roseta basal y se analie&RpePCR con los cebadores apropiados para
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el transgén. Igualmente se ensayo la integrid&dD&lc mediante amplificacién por PCR de la
tubulina 4 deArabidopsis(oligos TUB4, Anexo |).

lll. 4. D. 3. Numero de copias.

Las flores de las plantas transgénicas fueron eatiofladas para la recoleccién de sus
semillas (T2). Se sembraron unas 100 semillas T&ada planta en medio MS con kanamicina.
El recuento de segregantes resistentes a kanamiosgermitié confirmar la presencia y

namero de copias del transgén.

lll. 5. Caracterizacion de transformantes de levadta.
Los transformantes de levadura expresando lasipastele interés se caracterizaron
mediante dos tipos de ensayos: la determinacioncaslimiento en medios salinos y la

cuantificacién de la acumulacion delNatoplasmatico.

lll. 5. A. Ensayos de tolerancia salina.

lll. 5. A. 1. Ensayos en medio liquido.

Para medir la velocidad de crecimiento de las aséldge prepararon cultivos a una
DOgonm iNicial de= 0.1 en 10 mL de medio AP suplementado con distintancentraciones
salinas, mas una muestra control sin sal. Losvesltse incubaron a 30°C con agitacion y cada
3-4 horas se tomaron alicuotas para medir la desgié células hasta que el crecimiento se
hacia estacionario. Para estimar la velocidad deimiento se represent6 en una grafica el
incremento de los logaritmos de las densidadesaiilog DQ,,., €N eje de ordenadas) en
funcion del tiempo de incubacion (horas en el eealiscisas). En la fase de crecimiento
exponencial se hizo un ajuste lineal, siendo ebrvek la velocidad de crecimiento el de la

pendiente de la recta obtenida.

lll. 5. A. 2. Ensayos en medio solido.

La tolerancia de los transformantes de levadurgstinths concentraciones de sal se
ensay6 en medio AP sélido determinando su capaddddrmar colonias mediante el método
del goteo. Los transformantes a ensayar se inaculan 2 mL de medio YNB con los
aminodcidos necesarios y se incubaron a 28°C kastaacion (D@on= 2-5) procurando
igualar las DGyonmde todos los cultivos antes de iniciar el enséypartir de estos cultivos se
hicieron 4 diluciones seriadas 1:10 y se sembrgotas de 5 uL de cada una de ellas en placas
de AP suplementadas con NaCl a las concentraciod@sadas en cada caso, afladiendo una

placa control sin sal. Las placas se incubarorf &28urante 3-5 dias.
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[ll. 5. B. Cuantificacion del sodio intracelular.

Para la medida de la acumulacion d€ bigoplasmatico se prepararon cultivos de los
transformantes a ensayar en 20 mL de AP 1mM KQidim suplementado con 30 y 70 mM
NaCl. Las levaduras se recogieron durante su ciecim exponencial (Do 0,15-0,3)
mediante filtracién de alicuotas de 5 mL (Vm) dehds cultivos en filtros millipofede 0,8 p
(AAWP25). Estas se lavaron con 15 mL una solucidm®! MgCh (4,4 g/L) y se recogieron
sobre un segundo filtro mediante otro lavado connil0 de la misma solucién. El filtro
conteniendo las células se dispuso en tubos dicpl@esechables y se traté con 5 mL (Ve) de
liquido de extraccion (16,6 mL HCI 37%, 2 g/L MgCincubandose durante toda la noche a
4°C. Posteriormente mediante espectrometria deiG@metdémica (EEA) se determind el
contenido en Nade la solucién y se convirtieron los valores a medNd/mg mediante la

siguiente férmula:

valor EAA x Ve x 1,3
Vvm x DO,

600

lll. 6. Caracterizacién de transformantes deArabidopsis.

lll. 6. A. Ensayos de crecimiento en medio salino.

Para realizar los ensayos de tolerancia salinecsdectaron semillas (T2) de las plantas
transgénicas T1. Estas se germindrouitro en vertical en placas de medio MS suplementado
con 50ug/mL de kanamicina para eliminar los disgregantesransgénicos. A los 4-5 dias se
seleccionaron las plantulas que presentaban daistencia al antibiotico y se transfirieron con
ayuda de unas pinzas estériles a placas de MSlxhseiptado con NaCl a las concentraciones
indicadas en cada caso. Estas se incubaron ecalesti una camara de cultivo vitro con

iluminacion y temperatura controladas durante 1@H&S.

lll. 6. A. 1. Determinacién de la elongacion de raies.

Se calculé el crecimiento de las plantulas en medimo mediante la medida de la
longitud de su raiz primaria al inicio y 10-15 didsspués de su transferencia a medios
salinizados. Se promediaron los datos de 3-6 gimnor cada linea para su representacion en

gréaficos de barras.
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lll. 6. A. 2. Determinacién del peso fresco.

Debido a la aparicion de raices secundarias lasdhg elongacion de raiz no siempre
resultan lo suficientemente significativos por leecse hizo necesaria la medida del peso fresco,
que comprende tanto raices como parte aérea. Barseepesaron las plantulas 10-15 dias
después del inicio del tratamiento salino en gru®8-6 plantulas por pesada y se promediaron

los datos para su representacion en graficos dashar

[ll. 6. B. Confirmacion de mutantessos.
La complementacion de los mutantes sosAdabidopsisno es definitiva hasta la
confirmacién mediante PCR de ADN genomico de Iagmeia de dicha mutacion en las lineas

aisladas.

lll. 6. B. 1. Confirmacion de mutantessos 1-1.

El mutantesosl-1se obtuvo por mutagénesis quimica con EMS (etdnwesulfonato)
de semillas silvestre€flumbia glabrousiy se aisld por su deficiente tolerancia salinai @/
al., 1996). Su mapeo genético indica que se tratandeautante por delecion de 14 pares de
bases entre los nucleétidos 1330 y 1343 desdalehate inicio d&sOS1(Shi et al, 2000). Por
lo tanto para diferenciar un mutarstes1-1de un silvestre mediante PCR de ADN gendmico se
disefiaron los cebadores sos 1-1 fy sos 1-1 r @hexque amplificaran una region de 144
pares de bases alrededor de dicha delecion de angunerun mutantsos 1-lamplificaria un
fragmento de menor tamafio (130 pb) discernible athékrior por electroforésis en gel de

agarosa al 2%.

[ll. 6. B. 2. Confirmacion de mutantessos 2-2.

El mutante sos2-2 se obtuvo por mutagénesis fisica mediante el boiebacon
neutrones rapidos de semillas silvesttesl @l 1) y subsiguiente seleccion por halosensibilidad
(Zhu et al, 1998). Su mapeo genético indica que se tratandeutante por delecion de los
nucledtidos 1521 y 1522 desde el codon de inici8@82ALiu et al, 2000). Para diferenciar un
mutantesos2-2de un silvestre mediante PCR de ADN gendmico sefidron tres cebadores
distintos, uno en sentido, sos2-2_f, y dos ersantido, sos2-2A ry sos 2-2B_r (Anexo 1), que
se diferencian Unicamente en las dos ultimas plexteémo 3’, las mismas de la delecion del
mutantesos2-2 Por lo tanto el ADN genomico de un silvestre afigpla una banda de 504 pb
Unicamente con la pareja de cebadores sos2-2_ %328 r. EI mutante por el contrario
proporcionaria una banda (502 pb) solamente c@ardeja de cebadores opuesta, sos 2-2_fy

so0s2-2A_r. Para optimizar la especificidad de diabligos se preseleccionaron las temperaturas
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de anillamiento de ambas reacciones mediante elyende controles de ADN silvestre y

mutantesos2-2en un termociclador con gradiente de tempera{iiasnetra® T-gradient).

[ll. 6. B. 3. Confirmacion de mutantessos 3-1.

El mutantesos3-1se seleccion6 por su deficiente halotoleranciairtie coleccion de
semillas silvestresQol gl1) mutadas mediante bombardeo con neutrones rafiidoset al,
1997). Su mapeo genético indica que se trata deutante por delecion de 9 pb desde el
nucledtido 759 a partir del codon de inicioS©S3(Liu et al, 1998). Para la confirmacion de
mutantessos3-1por PCR de ADN genomico se procedié de manerdasi@ali caso anterior: se
disefiaron tres cebadores distintos, uno en aritisesbs 3-1_r, y dos en sentido, sos 3-1A_fy
sos 3-1B_f (Anexo 1), que se diferencian en ladtienas pb del extremo 3’, las mismas de la
delecion del mutanteos3-1de manera que el ADN gendémico de un silvestre ifiamph una
banda de 419 pb uUnicamente con la pareja de ofge8-1B_f y sos3-1_r mientras que el
mutante sélo proporcionaria banda (410 pb) solaeneon la pareja de oligos opuesta, sos 3-
1A _fysos3-1_r. Ilgualmente las temperaturas déaemento de ambas parejas de cebadores se
optimizaron previamente mediante ensayos con ADNrabsilvestre y mutantsos3-1en un

termociclador con gradiente de temperaturas (Bi@a@eT -gradient).

lll. 7. Técnicas generales de manipulacién de acidaucleicos.

. 7. A. Purificacién y analisis de ADN

Todo el material de vidrio y plastico se esterilpay autoclave durante 20 min a 120 °C
y 2 atm de presion antes de su uso. Las solucemesterilizaron por autoclave en las mismas
condiciones. En caso de soluciones termolabilessterilizaron por filtracion a través de un

filtro de 0.22 um. Todas las soluciones se preparaon agua desionizada MilliQ (Millipdte

[ll. 7. A. 1. Aislamiento de plasmidos.

[ll. 7. A. 1. a. Minipreparaciones de ADN plasmidio deE. coli.

Se ha seguido el método de extraccion por lisigliake descrito en Sambroah al,
(1989). Células dée. coli cultivadas en medio liquido LB suplementado coramibidtico
apropiado se recogieron por centrifugacion y seggendieron en un volumen adecuado de la
Solucion | [25 mM Tris-HCI (pH 8.0), 50 mM glucost) mM EDTA (pH 8.0)]. Se afiadieron 2
volimenes de la Solucién Il (0.1 N NaOH, 1% SDSjiée preparada y se mezclé con
suavidad. A continuacion se afiadieron 1.5 volumelgefa Solucion Il (Acetato Potasico 6

Sadico 3 M pH 4.8) y se incubd en frio durante ifutes. Mediante centrifugacion se separé
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el ADN de los restos celulares. Se concentré el Al precipitacion con 2 volumenes de
etanol y se resuspendié en un volumen adecuadoldei® TE [10 mM Tris/HCI, 1 mM
EDTA (pH 8.0)] 0 agua con una concentracion de @onl. de RNAsa A.

. 7. A. 1. b. Minipreparaciones de ADN plasmidi® deS. cerevisiae.

Para extraer plasmidos de células de levaduraspamecuperacion ef. coli se empled
el método de rotura de las células con perlasdlouile 425-600 um (G8772, Sigma), descrito
por Strathern y Higgins (1991). Se recogieron edlule 1 mL de cultivo saturado y se
resuspendieron en 200 pL de tampon de rotura (284nTX-100, 1% SDS, 100 mM NacCl, 10
mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA) agitandolas con teéx durante 1 minuto. Se afiadieron
200 pL fenol/cloroformo/isoamilico (24:24:1) y sepitio la agitacion con vortex. A
continuacion las fases se separaron por centriidiggcse concentré el ADN de la fase acuosa
por adsorcion a una matriz de silice (GlassmillkGH). Finalmente el ADN se resuspendié en
un volumen final de 30 pL y se emplearon 2 uL pgeaasformar células competentes Ele

coli.

lll. 7. A. 1. c. Minipreparaciones de ADN plasmidio deA. tumefaciens.

La extraccion de plasmidos detumefaciengara su recuperacion &ncoli se realizé
mediante el método de lisis alcalina anteriormalgtgcrito afiadiendo un paso de fenolizacion
del sobrenadante antes de su precipitacién conletnPADN extraido se transformé en células

deE. coliy éstas se analizaron para comprobar la integddbaglasmido.

1. 7. A. 2. Aislamiento de ADN cromosémico.

[ll. 7. A. 2. a. Extraccion de ADN cromosomico dé. cerevisiae.
La preparacién de ADN total de levaduras para ditgtion por PCR se hizo del
mismo modo que el aislamiento de plasmidos, aumdatal volumen del cultivo de partida a

10 mL. El resto de las soluciones se aumento endiaa proporcion.

[ll. 7. A. 2. b. Extraccion de ADN cromosémico de [antas.

La preparacion de a pequefa escala de ADN gendeigiantas para su analisis por
PCR se realiz6 segun se describe en Murray y Tham(#980). El material se tritura e, N
liquido hasta convertirlo en polvo fino y se le ééia 200uL de tampodn de extraccién (0.14 M
d-Sorbitol, 0.22 M Tris-HCI pH 8, 0.022 M EDTA, 0.8l NaCl, 0.8% CTAB, 1% n-
laurilsarcosina) por cada énde material vegetal. La mezcla se incuba a 65u@nde 5

minutos y se extrae a continuacion con un volumercldrformo:isoamilico (24:1). La fase
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acuosa se separa por centrifugacién y se tratauoovolumen de isopropanol, incubando la
mezcla 15 minutos en hielo. Tras una nueva cegadidn el ADN se recoge en el sedimento,
que se lava con etanol al 70% y se seca antessdspenderlo en un volumen adecuado de
solucion TE o agua con una concentracion de 20 [ugarRNAsa A.

La extraccion de gendmico para su andlisis poridabidn Southern se realizd
siguiendo el mismo protocolo con algunas modificaes. EI tampén de extraccién se
suplement6 con 40Qg/mL de proteinasa K y la incubacion a 65° C sdopgp durante 20
minutos. Posteriormente se realizaron dos extraesiocon fenol:clorformo:isoamilico
(24:24:1) seguidas de una con clorformo:isoamil&zb1). EI ADN gendmico de la fase acuosa
se precipitd igualmente con isopropanol y se remdip en agua con 20 pg/mL de RNAsa A
incubando la muestra a 37° C durante 30 minutageRormente la RNAsa A se eliminé de la
preparacion mediante una doble extraccion con fedondiormo:isoamilico (24:24:1) y
clorformo:isoamilico (24:1), concentrando finalme® ADN mediante una precipitacion con

etanol-acetato de sodio (Apartado 111.7.A.3.a.)

lll. 7. A. 3. Precipitacién del ADN.
Para concentrar el ADN en un volumen final menerbdffer TE o agua tras una
restriccion enzimatica, una reaccion de PCR, unalifeacion etc. se utilizaron tres métodos

distintos de precipitacién.

lll. 7. A. 3. a. Precipitacién con Etanol-Acetato & Sodio

El ADN se precipitd afiadiendo 1/10 volumenes deasoele sodio 3 M pH 5.2y 2
volimenes de etanol absoluto, e incubando la naestd°C durante 10-20 minutos. Tras
centrifugar durante 10 minutos a 13.000 r.p.masé kel sedimento con etanol al 70%, se secé y

se resuspendi6 en un volumen apropiado de TE o agua

[ll. 7. A. 3. b. Precipitacion con Etanol-Acetato @ Amonio
El ADN se trata con 3.5 volimenes de una soluci@pgrada afiadiendo un volumen
de una solucion de acetato de amonio 7.5 M a@weahes de etanol absoluto, y se procede de

igual forma que en el protocolo anterior.
lll. 7. A. 3. c. Precipitacion con Isopropanol

Esta precipitacion se realiza de manera similar@imera sustituyendo el etanol por un

volumen de isopropanol.
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lll. 7. A. 4. Electroforesis de ADN en geles de agasa

Se ha realizado segun se describe en Samlebak, 1989. EI ADN procedente de
digestiones con restrictasas o de reacciones dese@Raliz6 en geles horizontales de agarosa
(0.4-2%) preparados con tampén TBE 0.5x (45 mM/Beoisato, 1 mM EDTA) o TAE 1x (40
mM Tris/acetato, 1 mM EDTA), con 0.05 pug/mL de busmde etidio para tefiir el ADN a la
luz UV. Antes de cargarlas en el gel las muestea8[AN se trataron con tampon de carga al 5X
(30% glicerol, 0.25% azul de bromofenol, 10 mM EDTAa electroforesis se realizd
sumergiendo el gel en el mismo tampon que se usa preparacion, y fijando el voltaje a 1-10
V/icm hasta su completo desarrollo. El tamafio deflagmentos de interés se estimo por
comparacion con un marcador de peso molecular dd a@mercial {Kb Molecular Weight
Marker X Roche) o con ADN del bacteriofadaigerido corHind llI.

[ll. 7. A. 4. a. Extraccion de fragmentos de ADN d@eles de agarosa
Para la recuperacion de fragmentos de ADN de gielemyjarosa, la banda de interés se
recortd y se purifico con el kiterfectPrep GelClean§gppendorf) siguiendo las instrucciones

suministradas por los fabricantes.

lll. 7. A. 5. Manipulacién enzimatica del ADN

En general se siguieron los protocolos suminisgguee Sambrookt al, (1989).

lll. 7. A. 5. a. Digestion del ADN con enzimas deeasstriccion

Las digestiones con endonucleasas de restricciicigeon usando los tampones y las
condiciones recomendadas por los fabricantes. $pamron soluciones de ADN a una
concentraciork0.1 pg/pL en un volumen de 20-100 pL, afiadiendoesos 1 U de enzima por
pg de ADN. La incubacion se hizo en bafio de agademperatura indicada para cada enzima,

durante al menos 1 hora.

[ll. 7. A. 5. b. Desfosforilacion de extremos 5’ d&DN.

Mediante este procedimiento se eliminan los grdpstatos en los extremos 5’ de los
plasmidos que utilizamos como vectores de clonacidm el objetivo de evitar su religacion. Se
afiadieron UL de CIP (1 U/juL) (Roche) directamente en el mismo buffer de iestn y se
incubd a 37° C durante 10-15 min. La fosfatasdinkcae inactivo afiadiendot de EDTA
0.5 My 10uL de SDS 10%, se llevo el volumen a 300con agua y se realiz6 una extraccion
con fenol:cloroformo:isoamilico (24:24:1) seguida dna precipitacion con etanol-acetato

sédico.
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[ll. 7. A. 5. c. Generacion de extremos romos de AD

Este método se utiliza para permitir la posterigadion de fragmentos de ADN
generados con distintas enzimas de restriccidmpopgricen extremaos incompatibles. Para hacer
romos extremos 5’ protuberantes de ADN se rell@amla enzima Klenow (Sambroak al,
1989). Para los extremos 3’ protuberantes se us@®M polimerasa del bacteriéfago T4, que
posee una fuerte actividad exonucleasa 3'->5’ seb®DN monocatenario (Sambroei al,
1989).

lll. 7. A. 5. d. Ligacion de moléculas de ADN

Los fragmentos de ADN a ligar en sus extremos cditvipa se mezclaron en una
relacion molar inserto:vector de 2:1 en el cas@xteemos cohesivos y de 10:1 en el caso de
extremos romos. La mezcla de reaccion se preparddode ADN ligasa del bacteriofago T4
(GE healthcare), 1X del tampon de ligacion recoradodoor el fabricante y los fragmentos de
ADN convenientemente purificados, en un volumeraltate 10-20uL. Las ligaciones se
incubaron a 16° C durante un minimo de 5 horassyepormente se transformaron células
competentes de E. coli con la mitad de la mezcligdeidén. En el caso de realizar la ligacién
directa de productos de PCR procedentes de undfigagbn con la polimerasBfu se utilizo
el sistema de clonacién comercizdéro Blunt® PCR Cloning Kiflnvitrogen) siguiendo las

instrucciones recomendadas por el fabricante packsaje en el vector pCBlunt [ TOPO.

. 7. A. 6. Amplificacion por PCR de fragmentos ¢& ADN.

[ll. 7. A. 6. a. Oligonucleétidos cebadores.

Todos los cebadores utilizados en este trabaj@rusintetizados por los laboratorios
Sigma-Genosys. En el anexo | se recogen las sdagendetalles estructurales de todos los
oligonucleodtidos utilizados como cebadores en leacaiones de PCR, RT-PCR y de

secuenciacion realizadas.

[ll. 7. A. 6. b. Amplificacion con la polimerasaTag|l.

Para cada reaccion se utilizared0 ngliL de ADN molde, 0.2-0.5 uM de cada oligo,
0.2 mM dNTP (dATP+dCTP+dGTP+dTTP), 1.5 mM MgCI2 y5Q U de Taq | ADN
polimerasa en un volumen final de 20 6 50 uL. Bmegal se usaron las siguientes condiciones
de reaccion: 2-5 minutos a 95° C para desnaturadizADN, 25 6 30 ciclos con la secuencia:
30 segundos a 95° C, 35 segundos a 40-60° C depédndde la Tm de los oligos, 0.2 a 4
minutos, segun el tamafio de la banda (aproximadanfeminuto por Kb) a 72°C para la

sintesis de ADN; y finalmente 5 minutos a 72° Gaparextension final.
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. 7. A. 6. c. Amplificacidén con la polimerasa dealta fidelidad Pfu.

Para amplificar fragmentos de ADN con la finalidkedclonarlos posteriormente se ha
utilizado la polimerasa de ADRfu (Promega), esto se debe a que dicha enzima pataneki
ADN con un sistema adicional de correccion de egqor lo que la tasa de mutaciones durante
la polimerizacién es muy baja. Para cada reac@odutizaron 10 ngiL de ADN molde, 0.2-
0.5 uM de cada oligo, 0.2 mM dNTP (dATP+dCTP+dGTPHe) en 1X del tampon de
reaccion recomendado por el fabricante que con2emeM MgSO4 y finalmente 1-1.5 U de
polimerasaPfu (Promega). El programa de reaccion es similartiltado con la Taq | con
algunas variaciones. La desnaturalizacion inici8b2C no debe superar los dos minutos y el
tiempo de polimerizacibn debe prolongarse (al mme@o minutos por Kb) pues la

polimerizacion es mas lenta.

lll. 7. A. 6. d. PCR a partir de colonias de bactea.

Se empleo principalmente en el rastreo rapido tnias dekE. colio A. tumefaciengn
una placa de cultivo. La reaccion se lleva a cabdgdal manera que se describe para la
polimerasaraqgl con la salvedad de que se sustituye el ADN porpagaiefiisima porcion de la
colonia que se aplica sobre la pared del tubo mexlian palillo estéril. Es crucial fijar la
desnaturalizacion inicial del ADN en 5 minutos pasegurar asi una rotura eficiente del

material celular con la consiguiente liberacionAlBN.

lll. 7. A. 6. e. Mutagénesis dirigida mediante PCR.

En este trabajo se han construido dos tipos dentast&n la region carboxiterminal del
antiportador AtSOS1, mutantes por delecion y mesptuntuales. Puesto que la region a mutar
en ambos casos se situaba muy proxima al codorad&lg de la proteina, el protocolo de
mutagénesis empleado es el mas sencillo, requariand Unica reaccion de amplificacion con
una pareja de cebadores, uno de ellos conteni@sdmiditaciones a introducir. Para todas las
amplificaciones se utilizé la polimerasa de AP, segun el método descrito anteriormente
(Apartado II.7.A.6.c.) Esta polimerasa tiene una tasa de error muydsdjala a su capacidad
de correccion de errores durante la transcripd&$ia ventaja podria resultar en una correccion
de la mutacion incluida en el cebador por lo quesernlisefio se ha tenido la precaucion de
flanquear la regién mutada en el extremo 3' conmahos 15 nucledtidos que hibridan
completamente con la secuencia original. El praduet PCR se clond directamente con el

sistema de clonacion comerczdro Blunt® PCR Cloning Kifinvitrogen).
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lll. 7. B. Purificacién y analisis de ARN

lll. 7. B. 1. Manipulacién en condiciones libres deibonucleasas.

Las ribonucleasas (RNAsas) son enzimas activosigteates incluso en condiciones
extremas, por esta razén durante el proceso diicpaibn y manipulacién del ARN, se trabajé
con material, soluciones y reactivos debidameatados contra dichas enzimas. El material de
vidrio, porcelana o aluminio se lavo cuidadosamesgeautoclavé y se incubd a 150-200° C
durante toda la noche. El material de plasticotgsinle pipeta y tubos de polipropileno se
autoclavo dos veces y las soluciones utilizadatragaron durante 12 h con 100 mg/L del
inhibidor de RNAsas dietilpirocarbonato (DEPC) vy stmmiormente se autoclavaron.

Adicionalmente se observo rigurosamente la utili@ade guantes durante todos los procesos.

[ll. 7. B. 2. Purificacién de ARN total de célulasvegetales.
Para la extraccion de ARN total de plantas sezatitin 2 protocolos alternativos: la

precipitacion diferencial con LiCl y el método delzol® (Invitrogen).

lll. 7. B. 2. a. Precipitacién diferencial con LiCl

Se empled para la extraccion de ARN total de ptadearroz. El material fresco (1-2
g) se congela conNiquido y se pulveriza con la ayuda de un mort€uando se ha reducido a
un polvo muy fino se mezcla con 1 mL de buffer ggaecion (25 mM Tris-HCI pH 7.5, 25
mM EDTA, 75 mM NacCl, 1% SDS, 0.95 Btmercaptoetanol) y la suspensidn obtenida se trata
con el mismo volumen de fenol.cloroformo:isoamili¢@4:24:1). Tras una primera
centrifugacién a 13000 r.p.m. durante 10 minutesyexupera la fase acuosa y se vuelve a
repetir el tratamiento con fenol:cloroformo:isodaodil (24:24:1). Al volumen de fase acuosa
recuperado se le afiade LiCl hasta una concentréicid@n2 M y se incuba a 4°C al menos 2
horas, precipitando asi el ARN de forma selecfivas centrifugar 20 min. a 13.000 r.p.m. el
sedimento primero se lava con LiCl 2M y despuésesaspende en acetato sodico 0.3 M a pH
5.2 y se precipita afiadiendo 2 volimenes de etssluto e incubando a -70°C durante 20

minutos. Finalmente el sedimento se disuelve pQ-BEPC estéril y se congela a -80° C hasta

Su uso.

[ll. 7. B. 2. b. Método del Trizol®

La extraccion de ARN total de plantas Aeabidopsisse ha realizado utilizando el
reactivo Trizol® (Invitrogen) cuya actividad seshaen la solubilidad diferencial de las
moléculas entre dos fases no miscibles: una orgamio fenol, donde los acidos nucleicos son

insolubles, y una acuosa con tiocianato de gudnidinpH 4.5, agente desnaturalizante de
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proteinas e inhibidor de RNAsas. Esta mezcla pemrmétntener por tanto la integridad del ARN
durante todo el proceso de extraccion. La extracdeg) ARN utilizando el reactivo Trizol® se
llevo a cabo siguiendo las instrucciones y recoraeies editadas por la casa comercial con
la salvedad de que el proceso de maceracion i &g llevo a cabo congelando el material en
N, liquido y triturdndolo con la ayuda de un embodopastico. Finalmente el sedimento se

resuspendié en J&-DEPC estéril y se guardo a -80°C hasta su uso.

lll. 7. B. 3. Reacciones de PCR mediadas por la Tracriptasa Reversa (RT-PCR).

A lo largo de este trabajo se ha utilizado estait¢éccon dos objetivos diferenciados: la
deteccion del transcrito exdgeno en las lineasgemicas dé\rabidopsisy la clonacion de
genes de arroz a partir de sus ARNs mensajeroantbos casos para la sintesis del ADNc
bicatenario se empled el mismo protocolo de RT-RGRIos pasos. En el primero se realiza la
sintesis del ADNc monocatenario utilizando un atigcedtido con una cola de politiminas
(OligodT) que se une especificamente a la coladfiadeninas (poliA) del ARN mensajero
(aproximadamente un 1% del ARN total) permitiendo tsanscripcidbn reversa por la
retrotranscriptasa. En un segundo paso, a partla deezcla de ADNcs monocatenarios, se
amplifica un fragmento determinado de ADNc bicateneediante una reaccion de PCR con

oligonucledtidos especificos para el gen de interés

lll. 7. B. 3. a. Sintesis del ADNc monocatenario.

Antes de iniciar el proceso de trasncripcion rewdes muestras de ARN total se
trataron con DNAsa | para eliminar los restos deNA@endmico contaminante. 5-10 pug de
ARN total se trataron con 2pL (2U/pL) de DNAs&HK healthcare) en el buffer recomendado
por el fabricante, y la mezcla se incub6 durantenitutos a 37° C. Posteriormente la enzima se
inactivd mediante una extraccion con fenol:cloroforisoamilico (24:24:1). Para la obtencion
de la primera cadena de ADNc se utilizaron 0.5 niWTles (dATP+dCTP+dGTP+dTTP), 5
UM Oligo dT;o.18Y 1-5 g de ARN total tratado con DNAsa |, efOFDEPC hasta un volumen
de 12 pL, incubando la mezcla a 70° C durante fuiteén En el mismo tubo se afadieron
posteriormente 1X®1Buffer (Invitrogen), 10 mM DTT, 1 pL de RNAGuard®-20 U/uL (GE
healthcare) y 1 pL de M-MLV retro-transcriptasa 20QuL (Invitrogen), completando con
H,O-DEPC hasta un volumen final de 20 pL y la mezefalltante se incub6 a 37° C durante

una hora para permitir la transcripcion reversa®d®N mensajero.
[ll. 7. B. 3. b. Sintesis del ADNc bicatenario.

Para la deteccion del transcrito exdgeno en lasasirtransgénicas dgrabidopsisse

utilizé la polimerasa Tag. En cambio cuando la RORPse realiz6 con el objetivo de clonar el
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fragmento de ADNCc resultante, se empled la polisede alta fidelidad Pfu. En ambos casos
se siguieron los protocolos que se describen ameente (Apartados 111.7.A.6.b. y lll.7.A.6.c.,
respectivamente) utilizando como molde 1-2 pL denézcla ADNc monocatenarios obtenida

previamente.

[ll. 7. B. 4. Electroforesis de ARN.

El andlisis de ARN por electroforesis se realiz@geles de agarosa al 1.25% en tampon
MOPS 1X (40 mM MOPS, 10 mM acetato sédico, 1 mM BDpH 7.0) y en presencia de 2.5
% de formaldehido como agente desnaturalizantermieestras se prepararon afiadiendo 5-15
ug de ARN a cuatro volumenes de solucién de car@# formamida, tampén MOPS 1X, 15%
formaldehido 37%, 6% glicerol 87%, 0.25% azul denfwfenol) y calentdndolas 2 minutos a
95° C antes de cargarlas. La electroforesis sé Hesabo sumergiendo el gel en tampén MOPS

1Xy fijando el voltaje a 10 V/cm hasta que el cafde hubo recorrido 7-8 cm.

l1l. 7. C. Cuantificacion de Acidos nucleicos.

La cuantificacién espectrofotométrica de la conwamndn y pureza del ADN y ARN se
realizé utilizando un espectrofotometdanodrop ND-100@NanoDrop Technologies). Este se
basa en la tecnologia de retencién de muestraeyndgtp entre otras ventajas la utilizacion de
1-2 ul de muestra sin necesidad de diluirla. En el aisalde los datos, una unidad de
absorbancia a 260 nm equivale a una concentraei&®gg/mL si la muestra es de ADN o 40
ug/mL si la muestra es de ARN (Berger, 1987). Eliextte entre las absorbancias a 260 nm y
280 nm nos da una estimacién de la pureza deefzapacion ya que a 280 nm absorben los
aminoéacidos aromaticos de posibles proteinas cimaates. Este debe estar comprendido entre
1.7-1.9 si se trata de ADN y entre 1.8-2.0 si esdNA®tra estimacion de la calidad de la
preparacion se obtuvo realizando el cociente éasrabsorbancias a 260 nm y 230 nm pues la
absorbancia a 230 nm es un indicativo de la comizeion de la preparacion por polisacaridos y
fenoles. Los valores este cociente deben ser super 2 en ambos casos. La integridad de los

acidos nucleicos fue visualizada mediante unareliecesis en gel de agarosa.

[1l. 7. D. Hibridacién de &cidos nucleicos.

lll. 7. D. 1. Andlisis Northern (Hibridacion ADN-AR N).

Las hibridaciones ARN/ADN (Northern) se realizarmon 5-15 pg de ARN total de
plantas resuelto en gel de agarosa-formaldehidus [Er eletroforesis éste se lavo tres veces
durante 15 minutos en tampén SSC (0,15 M NaCl, 3B citrato sodico, pH 7) 2X y

posteriormente se dispuso la transferencia del ABNjel a la membrana de nylon (Hyb8hd
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N, GE healthcare) mediante capilaridad en SSC L. vez finalizada la transferencia al cabo
de 5-10 horas, la membrana se lavé brevemente €@28S/ se dejé secar completamente. La
fijacion del ARN a la membrana se hizo por expasich luz UV en un horno entrecruzador
Stratalinker(Stratagene). La membrana se pre-hibridé en soiuchurch (0.5 M NaiPQ, pH
7.2, 1 mM EDTA, 1% BSA, 7% SDS) durante 1-2 hora&&ba C y posteriormente se hibrido
con 2-10 ng/mL de sonda radiactiva durante unrminile 3 horas a la misma temperatura.
Finalmente la membrana se lavé una vez en SSC BP§ &1% durante 20 minutos a
temperatura ambiente y dos veces en SSC 0.2X, SD8& @Qurante 15 minutos a 65° C, y se
expuso en una pelicula autoradiografica durantéd&®4soras a -70 © C usando pantallas
intensificadoras. Cuando por exceso de fondo seehaerido una mayor severidad en los
lavados de membrana se han realizado dos lavadoraales con SSC 0.1X, SDS 0.1% durante
15 minutos a 65° C.

[ll. 7. D. 2. Andlisis Southern (Hibridacion ADN-ADN).

Para hibridaciones ADN/ADN (Southern), 1-5 pg deMDBendémico de plantas se
digirié con las enzimas adecuadas y se resolviinagel de agarosa. El gel se trat6 primero con
solucion 0.25 M HCI durante 15 minutos para fragt@eal ADN de alto peso molecular, luego
con solucion de desnaturalizacion 1.5 M NaCl, 0.5NBOH durante 20 minutos 2 veces, Yy
finalmente con la solucién de neutralizacién 0.9 (pH 7.4), 1.5 M NaCl, otros 20 minutos
2 veces. La transferencia e hibridacion de la mambise realizé de la misma manera que se

describe para la hibridacién nothern.

[ll. 7. D. 3. Sondas utilizadas.

La sonda radiactiva se preparé con 25-100 ng dgmieato de ADN. Para hacer el
marcaje se utilizo el kiMegaprimé” ADN Labeling syten{GE healthcare) siguiendo las
instrucciones suministradas por el fabricante y édigonucle6tidos no incorporados se
separaron mediante las colummairoSpin™ (GE healthcare). La sonda se desnaturalizé por

calentamiento a 100°C durante 5 minutos previowssu

[ll. 7. D. 3. a. Sonda OsSOS1.
Se prepar6 a partir del vector pPDROsSOS1 (Apartdflo2.) mediante digestion con
Hindlll y posterior aislamiento en gel de agarosa de t@dae 1,7 Kb correspondiente a la

region carboxiterminal del antiportador de arroz.
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[ll. 7. D. 3. b. Sonda 18S.
Se prepar6 a partir del vector pRG3 (Delcasso-Tosangueet al, 1988) mediante
digestiéon conEcoRI y posterior aislamiento en gel de agarosa de laddale~1,6 Kb

correpondiente al fragmento de 18S del ARN ribodalaaabano.

. 8. Purificacion y Analisis de Proteinas.

[ll. 8. A. Extraccion de proteinas de bacterias.

Se ha empleado fundamentalmente para la purificad® proteinas recombinantes
utilizando el sistema de expresion constituido pms vectores pGEX (GE healthcare),
disefiados especificamente para la expresioi.etoli de proteinas de fusién a la enzima
glutation -S-transferasa @&chistosoma japonicymajo el control del promotor quimicamente
inducibletac. Las fusiones a GST proporcionan un sistema Uthécpurificacion basado en la
capacidad de esta enzima y de las fusiones gpalla,dimerizarse. El vector pGEX albergando
la proteina de interés se transformé en la ceptieta libre de proteas&s coli BL21 y con
una colonia transformante fresca se inocularon Sdeimedio 2XYTA (16g/L triptona, 10g/L
extracto de levadura, 5 g/L NaCl, 100 pg/mL Amjnei), incubando a 37° C durante toda la
noche. A la mafiana siguiente se inocularon 500 etlmismo medio 2XYTA con los 5 mL de
preindculo, incubando a 37°C en agitacion hastnalr una Dggy.m~ 0.7. A continuacién se
estimulé la sintesis de la proteina de fusion nmteita adicion de 0.5 mM de IPTG, incubando
a 37°C en agitacién durante 4 horas mas. Las s&elaecogen entonces por centrifugacion a
7,700 X g durante 10 minutos vy, tras descartarobfenadante, se rompen en un mortero
afiadiendo el triple de su peso en aliumina ¢ABIgma). La lisis celular completa se pone de
manifiesto por la formacion de una masa mucosasquesuspende en 25 mL de PBS (140 mM
NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM N#APQ, 1.8 mM KHPQO, pH 7.3) para transferirla
posteriormente a un tubo de centrifuga apropiadwa Ryudar en la solubilizacién de la
proteina de fusion se afiadio Triton X-100 a unaentracion final del 3 % y la suspension se
centrifugd a 15,000 xg durante 30 minutos a 4° & pecuperar el sobrenadante. La proteina
fusion a GST se purifico desde el lisado de batgyor cromatografia de afinidad con la resina
Glutation-Sefarose 4BGE healthcare) siguiendo las especificacionesités de la casa
comercial. Se mezcld 1 mL de la suspension detgiatgefarosa 4B, previamente equilibrada
con 1X PBS, con 50 mL de lisado de bacterias yi$peansion se incubd en agitacion suave a
4°C durante al menos 2 horas. Transcurrido estetiese descarto el sobrenadante y la resina,
conteniendo la proteina de fusion, se empaquetiarcolumna deshechable (Bio-Rad), donde
se lavé tres veces con 10 mL de 1X PBS frio. Lai@tude la proteina de fusién se llevd a cabo
con 500 pL de buffer de elucién (10 mM glutatiomdueido, 50 mM Tris-HCI pH 8.0)
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incubando 10 minutos a temperatura ambiente (22)2&8tes de recoger el elutato. El proceso
de elucion se repitié dos veces mas para obtehéreadracciones con una riqueza variable en
la proteina purificada. La pureza de las fracciopesmonitoriz6 posteriormente mediante
cromatografia SDS-PAGE.

. 8. B. Extraccion de proteinas de levaduras.
La preparacion de extractos proteicos de levadigdm realizado con la finalidad de
purificar proteinas recombinantes y dependiendsudecalizacion sub-celular se distinguen

dos protocolos de extraccion.

[ll. 8. B. 1. Purificacion de proteinas de membrana

Se ha empleado en la purificacion del transport@@omembrana plasmatica, SOS1,
mediante su expresion en la levadura con una étigde histidinas (6X His). Para la
preparacion de fracciones enriquecidas en memiptasaatica se siguid el método descrito
por Serrano (1988). Se partié de un cultivo en ég®nencial de un transformante de levadura
AXT3K expresando el antiportador etiquetado. Lalsilag, recogidas por centrifugacion, se
resuspendieron en el tampodn de lisis (10 mM Trig-pi€ 8.0, 1 mM EDTA) y se rompieron
por agitacion enérgica con bolas de vidrio estidle 0.5 mm de diametro. El lisado se diluyé
posteriormente con dos volimenes de tampdn GTEES (@Ccerol, 10 mM Tris-HCI pH 7.6,
1mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 2ug/mL quimostatiriayg/mL leupeptina) y las bolas
de vidrio y restos celulares se eliminaron por rifigiacion a 3.000 r.p.m. en un rotor Sorvall
SS-34. El sobrenadante se centrifugd posteriormeerit®.000 r.p.m. durante 30 minutos, y el
precipitado resultante, conteniendo la fraccidéaltde proteinas membranales, se resuspendio
en el tampdén GTED y se guardd a -80°C. El tranaportetiquetado con la cola de histidinas se
purificé desde el extracto de proteinas de membpanaromatografia de afinidad con la resina
Ni-NTA (Qiagen) siguiendo las especificaciones técnieakdasa comercial. Este método se
basa en la interaccién entre los metales de tiénsielectropositivos, como el Niy los
residuos de histidinas. 300-500 pL de extractomémbranas (8 mg/mL) se solibilizaron en 5
mL de buffer A (50 mM NakPO4 pH 8.0, 300 mM NacCl, 20% glicerol) con 10 mMdazol y
0.5% dodeciB-maltosido, a 4°C durante 30 minutos. El matenmedoluble se eliminé por
centrifugacion a 20,000 g durante 30 minutos yobtenadante se incubé a 4° C durante toda la
noche con 100 pL de la resiNgNTA A continuacion la resina se empaquet6 en unarowu
desechable (Bio-Rad) y se lavd cuatro veces corl denbuffer A con 20 mM imidazol y
0.15% dodeciB-maltosido. Finalmente la proteina se eluy6 copb@e buffer A con 250 mM
de imidazol y 0.075% de dode@idmaltosido incubando 10 minutos a temperatura amwie

(22-25°C) antes de recoger el elutato. El proceseldcién se repitié tres veces mas para
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obtener asi cuatro fracciones con una riquezablarén la proteina purificada. La pureza de las

fracciones se monitorizd posteriormente mediardeatografia SDS-PAGE.

. 8. B. 2. Purificacién de proteinas citoplasmatas.

Se ha realizado con la finalidad de purificar grae citosolicas fusionadas a GST o
etiquetadas con histidinas y expresadas en lalexaBara la obtencién del lisado de levaduras
se siguié el mismo protocolo que se describe eapertado anterior, recuperando tras la
centrifugacion a 16.000 r.p.m. en este caso elesallante, conteniendo la fraccion total de
proteinas citoplasmaticas. Las fusiones a GST sécpwon desde el lisado de levaduras por
cromatografia de afinidad con la resiButation-Sefarose 4BGE healthcare) siguiendo las
especificaciones técnicas de la casa comercial,daimo se describe en el apartado 111.8.A. Las
proteinas etiquetadas con histidinas se purificadesde el lisado de levaduras por
cromatografia de afinidad con la resMiaNTA (Qiagen) siguiendo las especificaciones técnicas

de la casa comercial, tal y como se describe epagtado 111.8.B.1.

. 8. C. Cuantificacion de proteinas.
La concentracion de proteinas de los extractogtserdind mediante el método descrito
por Bradford (1976).

lll. 8. D. Electroforesis monodimensional de protaias.

Los extractos de proteinas, fueron analizados emigeies de poliacrilamida en
presencia de SDS (SDS-PAGE), siguiendo los provgceliministrados por Sambroek al,
(1989). Para ello se emple6 una cubeta de eleotsifode proteinas (Bio-Rad) en la que se
dispuso un sistema discontinuo con un gel conagmtrd 25mM Tris-HCI pH 6.8, 0.1% SDS,
5% solucion scrilamida 30%/bisacrilamida 0.2%, @0&PS y 0.1%.TEMED) y un gel
separador (375mM Tris-HCI pH 8.8, 0.1% SDS, pa@envariable de la Solucién A/B
30%/0.2%, 0.05% APS y 0.05% TEMED). Las muestradilsgyeron en tampén Laemmli 1x
(125mM Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 59%-mercaptoetanol, 20% glicerol, 0.1% azul de
bromofenol) e inmediatamente antes de cargarlakirgeron durante 3 minutos. Uno de los
pocillos se reservdo una mezcla de proteinas podesfiutiizada como marcador de peso
molecular (Bio-Rad). La electroforesis se realiathergiendo el gel en el tampon (25mM Tris,
194mM glicina y 0.1% SDS) y aplicando un voltajnstante (200V) hasta que el azul de

bromofrenol alcanzara el borde del gel.
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lll. 8. D. 1. Tincion de proteinas.

Las proteinas separadas por electroforesis en delgmliacrilamida se detectan por
tincion con azul de Coomassie. Inmediatamente dssga la electroforesis, el gel se sumerge
durante 30 minutos en una solucién de azul de Cssim@Coomassie brilliant blue R-250), al
0.05% en metanol al 50% y acido acético al 10%tdPiosmente se destifie en una solucion que
contiene metanol al 5%, y acido acético al 7%,ahaste el fondo pierde el color azul y las

bandas de proteinas adquieren nitidez.

lll. 8. E. Ensayos de fosforilacionin vitro de proteinas.

Como sustrato de fosforilacion se utilizé el antipdor de arroz OsSOS1:His6X
purificado por cromatografia de unién a metales*jNApartado 111.8.B.1.), o fusiones a GST
de fragmentos del extremo carboxiterminal del antgmior deArabidopsisAtSOS1 purificados
por cromatografia de afinidad (Apartado 111.8.B.Zpmo protein-kinasa se empled el mutante
hiperactivo AtSOS2T/R308 fusionado a GST (GST:SOS2TVEDS; Guoet al, 2001) y
purificado de bacterias (Apartado 111.8.A.); O biknkinasa AtSOS2 silvestre etiquetada con
histidinas (AtSOS2:His6X) y purificada de levadu(apartado 111.8.B.2.) . Se mezclaron 100
ng de la kinasa con la cantidad indicada de sostmatel buffer de fosforilacion (20 mM Tris-
HCI pH 8.0, 5 mM MgCI2, 1 mM CaCl2, 1 mM DTT) y taaccion se inicié afiadiendo 0.2 mM
ATP con 1 uCi deyf**P]ATP (1 Ci=37 GBq), ajustando el volumen final@G 5. La mezcla
de reaccion se incub6 a 30° C durante 30 minutegiéacion, deteniéndola posteriormente con
15 pL de tampon de carga SDS-PAGE 4X. Finalmenteeselvieron alicuotas de 10 pL

mediante electroforesis SDS-PAGE, y el gel, unaseen, se autoradiografio.

lll. 8. F. Desfosforialcionin vitro de proteinas.

Se empled la fosfatasa alcalina de intestino desterCIP) para la desfosforilacion de
residuos de serina, treonina y tirosina de proteiparificadas mediante cromatografia de
afinidad. Para ello se mezclaron 100 ng de fostefma con 10 U d€IP (Roche) en el buffer
recomendado por el fabricante y la mezcla se in@l3y°C durante una hora en agitacion.

Finalmente la reaccién se paré con EDTA a una curaeon final de 50 mM.

lll. 8. G. Purificacion de vesiculas de membrana plsmatica de levadura.

Se ha seguido el protocolo de particion acuosasibdadescrito por Menendez al.
(1995). Con una colonia de células de levadura AX€8presando el antiportador de interés,
se inocularon 200 mL de medio AP (1 mM d& Konteniendo los aminoacidos de seleccion
necesarios y el cultivo se incubd a 30°C en ag@itabiasta alcanzar una .= 3-4. Para

asegurar la activacion del antiportador por el dejopkinasa SOS2/SOS3 se adicioné NacCl
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hasta una concentracion final de 100 mM y se codtia incubacién durante 1 hora mas, antes
de recoger las células por centrifugacion. A caaiddn las células se resuspendieron en el
buffer TS (5 mM de Tris-HCI pH 7.5, 700 mM sorbjtal una Aqnmde 6 y se trataron con %
del volumen de liticasa (Sigma-Adrich) disueltaberffer TS a razén de 300 U/mL, y 6.5 mM
de DTT. La mezcla se incubd a 30° C durante 1 bormaagitacion suave<(100 r.p.m.) y los
protoplastos resultantes se recuperaron por aggaigfon a 3000 X g durante 5 minutos y se
lavaron con buffer TS suplementado con 1 mM de CHiTpellet se resuspendié en 15 mL de
medio inductor de la ATP-asa (15 mM MES-Tris pH, &80 mM sorbitol, 100 mM glucosa) y
se incubo6 a 30° C durante 10 minutos con agitasi@ve £ 100 r.p.m.). A continuacion se
indujo la lisis osmatica con 30 mL de un buffer arasto por 25 mM MES-Tris pH 6.5, 5 mM
EDTA, 1 mM DTT, 0.2% lisado de caseina, 0.2% BSAmM PMSF, incubando la mezcla en
hielo durante 5 minutos y centrifugando posteriortag3 minutos a 300 X g) para eliminar los
restos de pared celular. El sobrenadante recupgradaentrifugé de nuevo a 35000 g durante
15 minutos a 4° C para depositar de este modoatxin de membranas totales. El pellet
resultante se resuspendio en 9 g de un tampon estappor 5 mM fosfato de potasio a pH 7.8,
330 mM sacarosay 1 mM DTT y se mezcl6 a contiriracbn 27 g de una solucién bifasica
compuesta por 5.7% dextrano T-500 (w/w), 5.7% PB&)3w/w), 5 mM fosfato de potasio pH
7.8, 330 mM sacarosa, 1ImM EDTA y 1mM DTT, estahilido la mezcla en hielo hasta la
separacion de las fases (30 minutos). A continnaeidase superior y la inferior (enriquecida
en membrana plasméatica) se recuperaron separadamyese diluyeron con 10 volimenes
tampén de suspension (15 mM MES-Tris pH 6.5, 330 mebtarosa, 1 mM DTT)
centrifugadndolas posteriormente a 65000 x g y 4Auante 50 minutos. Las membranas se
resuspendieron en el mismo tampon de suspensiére ycosgelaron con N liquido,

almacenandolas a -80° C.

lll. 8. G. 1. Pureza de la preparacion de membranas

La pureza de la preparacion de membranas (faséoinfg superior) se cuantifico
mediante la medida de la actividad de la ATPasgresencia de inhibidores. El vanadato
(VO4*) es un inhibidor especifico de ATPasas de tipedPMo la H-ATPasa de membrana
plasmaética. El nitrato (NOBinhibe a las HATPasas de tipoV, como las vacuolares y la azida
(N3) inhibe a las FATPasas de tipo FO/F1, como las mitocondriales.attividad de la
ATPasa se estim6 mediante la medida espectrofoticaée la liberacion de fosfato inorganico
(Webbet al, 1992). Adicionalmente, para reducir el fondolideracion de fosfato que no se
deba a ATPasas se utilizé un inhibidor inespecifiedosfatasas como el molibdato (M3
En un volumen final de 120 puL se adicionaron: 50 tavhpdén MES-Tris pH 6, 330 mM
sacarosa, 50 mM KNO3 mM MgSQ, 3 mM ATP, 0.1 mM EDTA, 1mM azida sédica{fh),
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0.1 mM (NH),MoO, y 3 a 15 ug de proteinas de membrana, y la meeciacub6 a 30°C
durante 20°C. La diferencia entre la liberacioricdéato en presencia y en ausencia de 100 uM
de vanadato se considerd el valor de actividacad€’4ATPasa de membrana plasmatica. La
solucion stock de vanadato (5 mM) se prepar6 medolaxido de vanadio (0s) en una

solucion 20 mM de NaOH e incubando la mezcla a &zaipra ambiente durante 12-18 horas.

ll. 8. G. 2. Ensayos de intercambio N&H".

La generacion de un diferencial de pH entre el @tipento interno y el medio
externo de las vesiculas se debe a la actividdd H&-ATPasa de membrana plasmatica de la
levadura. El intercambio N&d" se midié por tanto como una disipacion del difei@nde pH
inducida por entrada de Nan la vesicula con el fluoroforo sensible a pHpgaiina (Figura
7), en la mezcla de reaccion siguiente (1 mL): 5 guhvhacrina ,50 mM BTP-HCI pH 7.5, 25
mM BTP-Hepes pH 7.5, 250 mM manitol, 4 mM MgS¥50 ug de proteinas de membrana
plasmética (fase inferior). La mezcla de reacciéndgspuso en un espectrofotometro de
fluorescencia (Hitachi F-2500) y se equilibro anoscuridad durante 5 minutos, antes de la
primera medida de fluorescencia. El ensayo sediradiadiendo 3 mM de ATP y cuando el
diferencial de pH hubo alcanzado el estado estadmnla mezcla de reaccion se suplementd
con un volumen fijo de una solucion de sulfato delic o gluconato de sodio, a una
concentracién variable para cada experimento. PRatarminar la velocidad inicial del
intercambio N&H", el aumento en la fluorescencia relativa se mitlicante los 30 primeros
segundos tras la adicidén de las sales de sodiactigdad antiportadora especifica se calculd
dividiendo la velocidad inicial del intercambio Wd" entre la masa de proteinas de membrana
plasmética incluidas en la mezcla de reaccién geetpo AF mg-1 min-1, donde\F=F30-
FO/Fmax-Fmin). Las variaciones en los valores déflpptescencia se midieron en las

longitudes de onda de excitacion y emision de 4300/respectivamente.

[ll. 8. H. Espectrometria de Masas.

La espectrometria de masas es una técnica de gieac@n en el analisis del proteoma
gue ha experimentado importantes mejoras duranitimsa década. Entre sus aplicaciones se
encuentran la determinacion de la masa moleculgrateinas y péptidos, la identificacion de
proteinas en mezclas complejas, la cuantificaciénpdoteinas, la caracterizacion de la
estructura tridimensional y de las modificaciones ¥ post-traduccionales de las proteinas.
Para la identificacion de proteinas mediante espeetria de masas se procede generalmente al
fraccionamiento de la proteina en cuestion en géptdiscretos por una proteasa conocida
(generalmente la tripsina). La mezcla proteolitiesultante es entonces fraccionada mediante

cromatogafia para permitir la entrada secuencidbsig@éptidos en el espectrometro de masas
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que, de manera resumida, produce iones gaseoswtradp dichos péptidos para el andlisis de
sus masas absolutas. La espectrometria de magdsasatia en el principio fisico de que una
particula cargada que atraviesa un campo magresicesviada a lo largo de una trayectoria
circular en un radio que es proporcional al coeieamasa/carga de la particula en cuestion.
Mediante un ajuste fino del campo electromagnéigiicado, los iones pueden ser enfocados
hacia el detector que se encarga de recopilar difbemacion (m/z). El conjunto de masas
moleculares de la mezcla de péptidos es lo quersentna la huella o “fingerprint” peptidica
de la proteina y constituye un identificador Unpeoa cada proteina mediante su comparacion
in silico con las proteinas depositadas en las bases de dalioionalmente, mediante técnicas
de espectometria de masas en tandem (MS-MS) eklgasia identificacion mas precisa a
través de la determinacion de la secuencia amidicacile los péptidos que conforman el
“fingerprint” de la proteina. La espectrometrianti@sas en tandem consiste en multiples rondas
consecutivas de espectrometria de masas. Asi poipkj un péptido aislado y analizado
previamente por un analizador de masas, es egtalulien su estado idnico gaseoso mientras
colisiona con un gas, ocasionando su fragmentacibaves de los enlaces peptidicos en iones
peptidicos de menor tamafio (DIC, disociacion indagior colision). Un segundo analizador de
masas cataloga la masa especifica de los fragmanim®s producidos por la escisién del
péptido original lo que nos da idea de la secueamiaoacidica exacta de dicho péptido (Figura
8). Uno de los aspectos mas importantes de egttfidecion secuencial es la caracterizacion
de modificaciones post-traduccionales, que puededay de manifiesto por la diferencia que se
observa entre la masa esperada y la obtenida mgquddlmente. El correcto andlisis de los
espectros de fragmentacion de los péptidos queieoent la modificacion conduce a la
determinacion y localizacion exactas del residudifizado.

Para el analisis espectrométrico de fosfopéptidakzado en este trabajo se empled la
técnica de identificacion nano-LC-MSMS que es po tle espectrometria de masas en tandem
gue va precedida de un proceso de aislamientcaini@ la mezcla de péptidos mediante
cromatografia liquida. La proteina de interés sefipdl inicialmente por cromatografia de
afinidad y mediante electroforésis SDS-PAGE y tinaion Simply-BIu@ (Invitrogen), se aislé
la banda correspondiente. Esta se recortd delygels su destincion con agua destilada, se
envio al servicio de proteémica del Centro Naciodal Investigaciones Cardiovasculares

(Madrid) para su procesamiento e interpretaciolvsleesultados espectrofotomeétricos.

[ll. 9. Secuenciacion.
Tanto las mutaciones hechas por PCR como las dongines preparadas a partir de
fragmentos amplificados por PCR, se secuenciarstepormente para verificar la fidelidad de

la polimerasa y comprobar su correcta transcripdiénsecuenciacion se llevé a cabo por el
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Servicio de Secuenciacion Automatica de ADN del t@emle Investigaciones Biologicas-
C.S.I.C.

[1l. 10. Herramientas Informaticas.

lll. 10. A. Programas Informaticos.

Los recursos informaticos utilizados en este tiahaj sido:

» Paquete de programBNA Star(DNASTAR, Inc.Madison, WI, EE.UU.) para
la manipulacién de secuencias y construccion deaientos.

» Los alineamientos de secuencias aminoacidicasa$igaron con el programa
CLUSTAL-X (Thompsoret al, 1997).
« TREEVIEWpara la realizacion de arboles filogenéticos.

[1l. 10. B. Herramientas de Internet.

Las bases de datos mas utilizadas a lo largo derabijo fueron:
PUBMED: http://www.ncbi.nlm.nih.gov
TAIR: http://www.arabidopsis.org

TIGR: http://www.tigr.org
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Como se expone en la Introduccién de esta Tesiar{éqo 1.8.B.), el antiportador
Na'/H* de Arabidopsis SOS1 estad regulado positivamente por la kinasaAmdidopsis
SOS2/CIPK24. La activacion bioquimica del intercamila’/H® de SOS1 mediante la
fosforilacion del antiportador por el complejo kiaa SOS2/SOS3 se evidencia por la
dependencia del complejo SOS2/SOS3 que muest@ilddad antiportadora de SOS1 en los
ensayos de expresion en la levadura halosensibl@3KX (Quintero et al, 2002).
Adicionalmente el complejo kinasa SOS2/SOS3 promuky fosforilacion de SOS1 en
fracciones de membrana plasmatica de levadurakindesa hiperactiva SOS2TA308 aislada
de bacterias es capaz de fosforifavitro al antiportador SOS1 purificado. Aungue el corgunt
de antecedentes experimentales apuntan a la tasfon del antiportador como el mecanismo
de activacion por la kinasa (Quintexbal,, 2002), ain no se ha demostrado una relaciootdire
entre fosforilacion y activacién, y se desconoceahinio de reconocimiento y fosforilacion
por SOS2. SOS2 es una protein-kinasa de serinaopitia con un dominio aminoterminal
catalitico similar a la proteina de levadura SNFa las kinasas dependientes de AMPc de
animales (Liuet al, 2000). La region carboxiterminal de SOS2 esasnbio Unica en plantas y
alberga un dominio autoinhibitorio (dominio FISL/RA que interacciona fisicamente con
SOS3 y cuya delecion resulta en una kinasa SOSittdivamente activa e independiente de
SOS3 (SOSR308; Guoet al, 2004). Ademas la sustitucion de la treonina I6@uida en un
dominio putativo de activacion por fosforilacion 8©S2 por otra kinasa (todavia desconocida),
por un residuo de aspartato resulta asimismo ermratain kinasa hiperactiva. La combinacion
de estas dos mutaciones activantes genera unakdesminada aqui SOS2T¥B08, con una
actividad maxima (Guet al, 2004). Basandose en la selectividad de la kil®382 por
distintos péptidos sintéticos se ha establecidilsiente secuencia consenso de reconocimiento
del sitio de fosforilacion: hidrofobico-X-basico-X¢Ser-X(3)-hidrofébico (Gongt al, 2002c¢).
Asumiendo que el sitio de fosforilacion por SOSPeaté estar conservado en otras proteinas
homologas a SOS1 derabidopsisdepositadas en las bases de datos, y teniendoeatacel
consenso previsto para la secuencia reconocid&@8e, la region candidata mas probable se
corresponderia con la secuencia [1126]-DB@RIDSPSKIVFRNDL-[1146] del extremo
carboxiterminal del antiportador SOS1 Aebidopsis Uno de los objetivos de esta Tesis fue
por tanto corroborar esta prediccion tedrica madiadcnicas de espectrometria de masas y, en
base a los resultados espectrofotométricos obtenpoceder a la caracterizacion de mutantes
puntuales en el sitio de fosforilacion medianteagos de fosforilaciorin vitro y ensayos

funcionaledn vivo en levaduras y plantas Aeabidopsis
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IV/1. 1. Acotamiento preliminar del dominio de fosbrilacion por SOS2 mediante
fosforilacion in vitro de fragmentos carboxiterminales de SOS1.

El intercambiador N#aH" de Arabidopsis AtSOS1, al igual que el resto de miembros de
la familia de transportadores NhaP, presenta ugiarreaminoterminal transmembrana seguida
de una extension carboxiterminal hidrofilica extaglamente larga (>600 residuos) y puesto
que la region carboxiterminal de muchos otros partadores ha demostrado albergar una
funcién regulatoria (Putnegt al, 2002), en la busqueda del dominio putativo ddofiacion
por la kinasa AtSOS2 se ha asumido su localizazidboxiterminal. No obstante, al tratarse de
un segmento carboxiterminal tan prolongado, suisisatspectrofotométrico directo podria
resultar bastante complejo, por lo que con objetsihplificar su andlisis posterior, se procedio
al acotamiento del dominio de reconocimiento medida fosforilacionn vitro de fragmentos
carboxiterminales progresivamente menores del@ttigor SOS1. Con dicho fin se prepararon
las fusiones a GST (glutation-S-transferasa) derbmgmentosA441-1146,A742-1146,A742-
998, A998-1146 yA1073-1146 del extremo carboxiterminal del antipgwtaN&/H® de
Arabidopsis(AtSOS1). Los segmentos correspondientes en el ABASOS1se amplificaron
por PCR con la polimerasa de alta fidelidad Pfuaypérejas de oligos: 5°SOS1CTBamHI-f
/3'SOS1Xbal (para SOS1@R41-1146); 742BamHI-f/3'SOS1Xbal (para SOSWNZ%2-
1146); 742 BamHI-f/998Xbal-r (para SOS1£L£M2-998); 998BamHI-f /3'SOS1Xbal (para
SOS1CN998-1146) y 5'SOS1PLN/3'SOS1Xbal (para SOSACT73-1146) que afaden los
sitios de restriccioBamHIly Xbal en 5’ y 3’ respectivamente. Una vez amplificadas bandas
se clonaron en el vector pEBlunt || TOPO y se secuenciaron al completo parscaear
posibles errores en la transcripcién por la polasary/o en los oligos sintetizados. Los
fragmentos se liberaron a continuacion medianteice®n con las enzimaBamHIly Xbaly se
subclonaron en los mismos sitios del vector deesifin en levaduras pEG(KT) (Mitchell al,
1993) fusionandolos asi en el extremo carboxitesndel enzima GST para su posterior
purificaciobn por cromatografia de afinidad. Las stamcciones asi obtenidas se expresaron
posteriormente en la levadura silvestre W303 vy fasteina de fusién resultantes
GST:SOS1CT(441-1146), GST:SOSI1CT (742-1146), GS$I1KLT(742-998), GST:SOSICT
(998-1146) y GST:SOS1CT(1073-1146) se purificarcdiante cromatografia de afinidad a
glutatién, como se describe en el apartado IlIB.Bara llevar a cabo la fosforilacignvitro
se purificd de bacterias la fusion translacionallal&kinasa hiperactiva GST:SOS2TYB08
vectorizada en el plasmido pGEX2TK (Geioal., 2001) y se mezcld con 100 ng de las fusiones
GST:SOSICT en el tampdn de fosforilacion, comoeseiibe en el apartado 111.8.E. Alicuotas
de cada una de las reacciones de fosforilacidhuyiendo controles sin kinasa (no se muestran)
y sin sustrato, se resolvieron por electroforésBSHAGE y a continuaciéon se

autoradiografiaron. Como se observa en la Figural dragmento carboxiterminal minimo
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fosforilable por la kinasa SOS2TAB08 se corresponde con el segmento del antipor@&r

que va desde la prolina 1073 hasta el codon dedparassi pues se selecciond la fusion
GST:SOS1CAR1073-1146 para el analisis espectrofotométrico desfopéptidos.
Adicionalmente se observd que las fusiones GST:808398-1146 y GST:SOS1@1073-
1146 se resolvian como un doblete de bandas, ¢anpoesencia como en ausencia de la kinasa
SOS2. Para identificar la naturaleza de dicho setygarcial en la migracién electroforética,
alicuotas de la fusion GST:SOSI1AID73-1146 nativa y pretratada con fosfatasa akals
resolvieron paralelamente en un gel SDS-PAGE. Ceedlustra en la Figura 9, el doblete
observado para la fusion GST:SOSNI073-1146 desaparece completamente cuando se
realiza un pretratamiento de la muestra con fosdatdcalina (CIP). Este dato apunta a un
proceso de fosforilacion, ocurrido posiblemente lenlevadura, y que se ha conservado
parcialmente durante el proceso de purificaciotageoteina, como la causa mas probable de la
migracion electroforética heterogénea observadaestes fusiones. De hecho en la levadura
utilizada para la purificacion de las fusiones &xiskinasas con una cierta homologia con

S0OS2, como por ejemplo SNF1.

IV/1. 2. Analisis espectrofotométrico de la fusionGST:SOS1(1073-1146) para la
identificacion del(los) sitio(s) de fosforilacion pr SOS2.

La fusion GST:SOS1CN1073-1146, previamente identificada como el fragmen
carboxiterminal minimo fosforilable por SOS2, serifid y se fosforil6 in vitro por
SOS2T/MA308, para su identificacion fosfopeptidica por espenetria de masas. Un
miligramo de fusiéon GST:SOS1@T073-1146 purificada de levaduras (Apartado II.8.B se
incubd en la mezcla de fosforilacion con la kin@&&r:SOS2T/IA308 purificada de bacterias
(Guoet al,, 2001) como se describe en el apartado Ill.8ekedla Tesis, con la salvedad de que
no se afiadioyf*’P]JATP. La muestra fosforilada, junto a un controlfosforilado (sin kinasa)
llevado en paralelo, se resolvieron por electraigreen un gel SDS-PAGE, tifiendo
posteriormente con Simply-Blfig(Invitrogen), y las bandas correspondientes a ki6fu
GST:SOS1CT(1073-1146) se recortaron del gel y suitimron para su identificacion
espectrofotométrica mediante  nanoLC-MS/MS  (Apartadil.8.H.). EI  analisis
espectrofotométrico comparativo de la fusion GSBSOT(1073-1146) fosforilada o no por
SOS2T/MA308 indico que las serinas S1138 y S1110, incluttales péptidos IDSIKIVFR y
HACQLPLKGESSTR (resaltadas en negritagspectivamente, eran posibles dianas de
fosforilacion por SOS2T/D308 pues aparecian fosforiladas en la muestra de
GST:SOS1CT(1073-1146) incubada con la kinasa S@REA08 pero no en la muestra control
sin la kinasa (Figura 10). No obstante, la comgégji del andlisis de las modificaciones post-

traduccionales mediante espectrometria de masas tacéste un resultado de cardcter
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orientativo que no pueden ser considerado en gihaenisin ser respaldado con resultados
bioquimicos. No es por tanto posible descartar ¥@atencia de otras posibles dianas de
fosforilacion en la proteina cuyos péptidos fosholbs no hayan aparecido en el espectro o bien
cuya fosforilacion sea mas labil y no haya resisétiproceso analitico. Por otro lado la kinasa
hiperactiva SOS2T/B308 y las condiciones aplicadas para la fosfodlaai vitro no son las
fisilbgicas pues se pretende potenciar la reacpira obtener asi el maximo de proteina
fosforilada y con ello aumentar el rendimiento andeteccion de las modificaciones post-
traduccionales por espectrometria. Estas condisjgmese a que favorecen los resultados del
analisis, podrian ejercer un cierto grado de hgséofilacion de la proteina y generar por
consiguiente falsos positivos, es decir, residugs aparezcan fosforilados en el andlisis pero
gue en condiciones fisioldgicas no se fosforilen. gnsecuencia se procedié al examen
detallado de cada una de las dianas de fosfoniamiéontradas mediante el estudio de su grado
de conservacion en los homélogos conocidos de §Qfglla naturaleza del dominio donde se
enmarca, asi como la comprobacion funcional devestos de fosforilacion detectados.

El péptido IDSBKIVFR se localiza en un dominio del extremo carbexninal de
SOS1 que esta altamente conservado entre los hgosotte SOS1 depositados en las bases de
datos (Figura 11). El alineamiento de sus secugrai@noacidicas indica que la serina 1138
estd conservada en los homélogos de SOS1 de ditibas Thellungiella halophita
Lycopersicon esculentymMesembryanthemum crystallinymalgas Cymodocea nodoja
musgos Psycomitrella patensy monocotiledoneagOfyza sativaTriticum aestivun El hecho
de que este residuo esté conservado en monocotdagides un buen punto de partida pues,
como se demuestra en el capitulo Il de esta Tlagspteina homdloga SOS1 de arroz también
se fosforila y activa por la kinasa SOS2A808 deArabidopsis No deja de sorprender no
obstante el hecho de que la serina S1136 que degiecomo posible diana de fosforilacion
por SOS2, no sélo en base a la secuencia consengusfdrilacion por SOS2 (Gorgt al,
2002c) sino también por su alto grado de consaymaan los homologos de SOS1, no aparezca
como diana de fosforilacion en los resultados geasometria de masas. No obstante debido a
la complejidad de andlisis espectrofotométrico adopéptidos (véase la Discusion) no seria
posible descartar la posibilidad de un segundo sié fosforilacion adicional en la serina
consenso 1136.

A diferencia con el caso anterior, el péptido HAGQRKGESSTR se localiza en una
region del extremo carboxiterminal de SOS1 que si& e€onservada en absoluto en los
homélogos conocidos de SOS1, por lo que podriartmtde un sitio de fosforilacion no
fisiologico debido a la hiperfosforilacion ejercigar la kinasa hiperactiva SOS2TB08, en

consecuencia no se incluyé en la caracterizacidacular realizada a continuacion.

83



IV/I. Resultados

IV/l. 3. Caracterizacion molecular y funcional de bs sitios putativos de fosforilacion del
antiportador SOS1 por la kinasa SOS2.

IV/I. 3. A. Obtencion de mutantes puntuales en lositios putativos de fosforilacion de
SOS1 por la kinasa SOS2.

Los resultados obtenidos con la espectrometria awasnapuntan al dominio [1130]-
VVRIDSPSKI-[1141] como posible diana de reconocimiento p8OS2T/IA308, y
concretamente a la serina S1138 como el sitio @gmedonde tiene lugar la fosforilacion.
Aungue dicho dominio concuerda con el consensacted@e reconocimiento de sustratos de
SOS2 (hidrofobico-X-basico-X(2)-Ser-X(3)-hidrofobicGonget al, 2002c), la fosfoserina que
se predice seria S1136 y no S1138. Por este mgiMosu grado de conservacion en los
homodlogos de SOS1 y por su proximidad a la fosfieaeque indican los resultados de
espectrometria de masas, se incluyd junto a lanaseB1138 en los ensayos para la
caracterizaciéon molecular del dominio de fosfordac Para llevar a cabo esta caracterizacion
se prepararon dos tipos de mutantes puntualesnteatao fosforilables en los que sustituyen
las serinas fosforilables por residuos de alanimautantes que mimetizan el estado fosforilado
mediante la sustitucion de las serinas fosforilpler residuos de acido aspartato. Por un lado
se mutaron ambas serinas S1136 y S1138 separadaan@siduos de alanina (mutantes SOS1-
S1136A y SOS1-S1138A) con objeto de determinar,anégel ensayos de fosforilaciém vitro
y estudios de actividaith vivo en levaduras, cual de ellos (si no ambos) egtiel especifico
donde tiene lugar la fosforilacién por SOS2. Adicilmente se preparé un mutante doble en el
que se sustituyeron ambas serinas por residuosadman (SOS1-S1136A/S1138A). En una
estrategia complementaria se preparé un mutante éabel que se sustituyeron ambas serinas
por residuos de acido aspartico (SOS1-S1136D/S1)1388% sustituciones de aminoacidos
fosforilables (serina o treonina generalmente) g&partico o glutdmico puede en ocasiones
(Hurleyet al, 1990), aunque no siempre (Goatdal, 1991), mimetizar el estado fosforilado de
una proteina. Para la obtencion de los mutantesiast se amplificaron por PCR con la
polimerada de alta fidelidadP{u) y los oligos SOS1Xhol-f en 5 y SOS1A1Kpnl-r,
SOS1A2Kpnl-r, SOS1A1-2Kpnl-r o SOS1D1-2Kpnl-r eregtremo 3’ (Anexo 1), fragmentos
del extremo carboxiterminal de SOS1 correspondseatéos mutantes SOS1-S1136A, SOS1-
S1138A, SOS1-S1136A/S1138A y SOS1-S1136D/S1138pectisamente. Los fragmentos
amplificados £ 1,4 Kb) se clonaron en el vector ptBRunt Il TOPO y se secuenciaron al
completo para comprobar la fidelidad de la polimarg sobretodo para verificar la correcta
introduccion de las mutaciones deseadas. Aunquefueo posible para la mutacion
S1136D/S1138D, al disefiar los oligos para las natas S1136A, S1138A, y
S1136A/S1138A se tuvo la precaucion de disefiaisanaencia que, sin modificar la secuencia

proteinica buscada en cada caso, modificara eérpdt restriccion enzimatico de cada mutante
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para que asi fuera posibdepriori confirmar la presencia de cada una de estas rmoExi
puntuales mediante una simple digestion enzimasiegun se indica en la Tabla 4. Una vez
secuenciados, los fragmentos se liberaron comrasnasXhol y Kpnl y se ligaron en los
mismos sitios del vector pSOS1-1 (Quinteed al, 2002) sustituyendo el fragmento
correspondiente al silvestre para obtener asi lasuesicias codificantes completas
correspondientes a cada uno de los mutantes pestaalel vector de expresion en levaduras
pYPGE15. Las construcciones obtenidas (pSOS1-S113680S1-S1138A, pSOS1-
S1136A/S1138A, pSOS1-S1136D/S1138D) se recomprobpesa confirmar de nuevo la
presencia de la mutacion puntual mediante digestialagnodsticas (en el caso de los mutantes
no fosforilables) o mediante una reaccion de seztaeidn en la region donde se localiza la
mutacion (en el caso del mutante SOS1-S1136D/S1138plasmido pSOS1-1 (Quintert

al., 2002) es un vector multicopia utilizado paraeigresion en la levadura del antiportador
SOSL1 silvestre bajo el control del promoREK], por lo que las construcciones obtenidas
fueron ademas de especial utilidad en la caraat@émin vivo de los mutantes mediante su

expresion heteréloga &éh cerevisiaecomo se describe a continuacion.

IV/l. 3. B. Ensayos de fosforilaciorin vitro de los mutantes puntuales de fosforilacion.

Con objeto de ensayar la capacidad de los mutapteguales SOS1S1136A,
SOS1S1138A y SOS1S1136A/S1138A para ser fosfosladeitro por la kinasa hiperactiva
SOS2T/A308, se prepararon fusiones a GST (glutation-Steamsa) de los fragmentos
carboxiterminales SOS1@#41-1146 del antiportador dérabidopsis(AtSOS1) albergando
las mutaciones puntuales SOS1S1136A, SOS1S1138A081S1136A/S1138A. Dichos
fragmentos se amplificaron por PCR a partir devirgores pSOS1-S1136A, pSOS1-S1138Ay
pSOS1-S1136A/S1138A, utilizando la polimerasa dea dldelidad Pfu y los oligos
5'SOS1CTBamHI-f /3'SOS1Xbal (Anexo ) que le afiades sitios de restriccioBamHI y
Xbal, en 5’ y 3’ respectivamente. Una vez amplificadas,bandas se clonaron en el vector
pCR®Blunt Il TOPO y se secuenciaron al completo paracaear posibles errores en la
transcripcion por la polimerasa y/o en los oligogedizados. Los fragmentos se liberaron a
continuacion mediante restriccion con las enziBamHl y Xbal y se subclonaron en los
mismos sitios del vector de expresion en levadpBS(KT) (Mitchell et al, 1993)
fusiondndolos asi en el extremo carboxiterminaletieima GST para su posterior purificacién
por cromatografia de afinidad. Estas construccigeesxpresaron posteriormente en la levadura
silvestre W303 y las proteina de fusion sintetisadaST:SOS1CT(441-1146) silvestre y
mutantes SOS1S1136A, SOS1S1138A y SOS1S1136A/S1138A aislaron mediante
cromatografia de afinidad a glutation, tal y coraalescribe en el apartado 111.8.B.2. Para llevar

a cabo los ensayos de fosforilaciarvitro se purificd de bacterias la fusion translaciorealad
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kinasa hiperactiva GST:SOS2TB08 vectorizada en el plasmido pGEX2TK (Geb al,
2001) y se mezclé con 100 ng de las fusiones GSI18D(441-1146) en el tampon de
fosforilacion, como se describe en el apartad8.Hl. Alicuotas de cada una de las reacciones
de fosforilacidn, incluyendo controles sin kinassiry sustrato, se resolvieron por electroforésis
SDS-PAGE y a continuacion se autoradiografiarorm@se observa en la Figura 12, tan soélo
la fusion que porta el extremo carboxiterminaleslve es sustrato de fosforilacion por SOS2,
guedando tanto los mutantes puntuales parciale8681% S1138A, como el doble mutante
puntual S1136A/S1138A inalterados. Este resultadsaho revela la importancia de las serinas
S1136A y S1138A en el dominio carboxiterminal [1tBYRID SPSKI-[1141] del
antiportador, como Unicas dianas de fosforilacion OS2, sino que ademas, y puesto que
ambos mutantes puntuales, SOS1-S1136A y SOS1-S1aB®4conservando una de las dianas
de fosforilaciobn no resultan fosforilados, pone rdanifiesto la necesidad de una secuencia

inalterada para su reconocimiento y fosforilacionlp kinasa SOS2.

IV/I. 3. C. Caracterizacidn funcional heterdloga erS. cerevisiae de los mutantes puntuales
de fosforilacion.

El sistema de expresion en la levadura ha sidozadib extensamente para el
aislamiento y caracterizacion funcional de proteiadividuales de varios organismos y
especialmente en el estudio de proteinas de traespe plantas (Dreyeet al, 1999).
Ciertamente ha sido de especial utilidad en eldestde la regulacién del sistema SOS
(Quinteroet al, 2002) donde la coexpresion de las proteinas B®OPermitido demostrar
distintos aspectos de la regulacion de SOS1 pooraplejo SOS2/SOS3. Para los ensayos de
actividad de los alelos mutados de SOS1 se emaleépa de&. cerevisiaAXT3K (Aenal-4
AnhalAnhx1) que carece de los transportadores dédsanciales para su tolerancia salina y
por lo tanto es incapaz de crecer en medios carontenido de Naigual o superior a 70 mM
(en medio AP con 1 mM de’K Las ATPasas de N&cENA1-4 y el antiportador N&K"/H*
ScNHAL se localizan en la membrana plasmaética yoanmbedian en la extrusion de ‘Ndel
citosol (Haroet al, 1991; Wielandet al, 1995; Bafiueloet al, 1998). En cambio, el
antiportador N&H" ScNHX1 esté implicado en la compartimentacion endwl de Na(Nass
et al, 1997; Darleyet al, 2000; Quintercet al, 2000). La expresién en esta cepa de un
transportador de Nade membrana plasmética como es SOS1 es capaz sma sle suprimir
parcialmente dicho fenotipo permitiendo un crecittoeen medio AP por encima de 70 mM de
Na'. La fosforilacién del antiportador silvestre SO&1r la kinasa hiperactiva SOS2TB08
promueve su actividad transportadora dé placurando a la levadura con un mecanismo de
extrusion del i6n toxico que alivia su fenotipo k@losensibilidad permitiéndole crecer en

medio AP con concentraciones superiores a 200 mMlalelen 1 mM de K). Asi pues el
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estudio detallado de la halosensibilidad de lossfmantes de levadura con los putativos
mutantes del sitio de fosforilacion en presenciaugencia de la kinasa SOS2A8D8 es
indicativo de la capacidad de activacién de SOS1fgsforilacion y por tanto da idea de la
contribucién individual de cada una de las fosfioser objeto de estudio (S1136 y S1138) en
dicho proceso.

Las construcciones con los mutantes puntuales storflables (pSOS1-S1136A,
pSOS1-S1138A y pSOS1-S1136A/S1138A) se coexpresarda cepa de levadura AXT3K
junto a la kinasa hiperactiva SOS2TVED8 vectorizada en el plasmido monocopia p414GPD vy,
mediante ensayos por goteo en placas de medio AR Krh suplementado con distintas
concentraciones de NaCl, se determind la tolerasalima de los transformantes. Como se
observa en la Figura 13, en ausencia de la kigasadresion de los tres mutantes en residuos
fosforilables de serina (SOS1-S1136A, S0OS1-S11388S1-S1136A/S1138A) suprime
parcialmente el fenotipo de halosensibilidad decklalas de levadura pero sélo hasta el nivel
alcanzado por el antiportador silvestre, permitieat crecimiento en medio AP con hasta 70
mM Na’ (en 1 mM de K). En cambio la coexpresion de la kinasa SOSABB es incapaz de
activar ni a los mutantes parciales SOS1-S1136815S1138A, ni al doble mutante SOS1-
S1136A/S1138A (Figura 13) por lo que la halotoleramle los transformantes se mantiene casi
al nivel de actividad basal alcanzada en ausergcia &inasa (AP 1mM K70 mM N&). Este
resultado revela la importancia de ambas serinad3@1 y S1138A en el dominio
carboxiterminal [1130]-VVRIGZPSKI-[1141] de SOS1 para alcanzar su maxima activapir
SOS2, y puesto que los mutantes puntuales pardi@@S1-S1136A y SOS1-S1138A), aun
conservando una de las dianas de fosforilaciénenactivan ni fosforilan por SOS2, pone de
manifiesto la necesidad de una secuencia inaltepada el reconocimiento, fosforilacion y
posterior activacion del antiportador SOS1 por iiaaga. Para confirmar este modelo, la
construccion pSOS1-S1136D/S1138D, en la que seratiet mimetizar el estado fosforilado de
SOS1, se expreso en la cepa AXT3K y se determintalatolerancia del transformante en
relaciéon al transportador silvestre, en ausenea presencia de la kinasa (Figura 14). Como se
argumenta en el apartado anterior, la sustitucglosl residuos fosforilables de serina, S1136 y
S1138, por residuos de &cido aspartico se reabipala finalidad de mimetizar su estado
fosforilado y por lo tanto de la doble mutacion $3D/S1138D se esperaria obtener un
transportador constitutivamente activo y cuya é&daid fuera independiente de la kinasa. Como
se observa en la Figura 14 los resultados no cdaaum con lo esperado pues el mutante
S0S1-S1136D/S1138D fue incapaz de suprimir el ipaale halosensibilidad de la cepa de
levadura mas alla de la complementacion que sezlceon la actividad basal de SOS1 en
ausencia de la kinasa SOS2A8D8. Este resultado, aunque en desacuerdo coedakados

obtenidos para el mutante no fosforilable SOS1-8A1S1138A, debe ser considerado con
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precaucién pues el mimetismo fosfoserina-aspantatorazones dificiles de determinar en cada

caso, no siempre genera los efectos esperadosd &aall, 1991).

IV/l. 3. D. Caracterizacién funcional homéloga erA. thaliana del mutante puntual de
fosforilacion SOS1-S1136A/S1138A.

El sistema de expresion heterdloga en la levadarsido de gran utilidad en el ensayo
de la actividadn vivo de los distintos mutantes puntuales debido a leilkEndel proceso de
transformacion y de la realizacion de los ensayé$alotolerancia. No obstante este sistema
proporciona un resultado provisional pues los camptes celulares de la levadura pueden
diferir sustancialmente de los de la célula vegetamenudo las actividades observadas pueden
ser una consecuencia del entorno del sistema hagenp no ser directamente extrapolables a la
célula vegetal. Por este motivo se hizo necesaratfirmacion de los resultados obtenidos en
la levadura mediante ensayas vivo en plantas deArabidopsis El mutantesosl-1de
Arabidopsis contiene una delecion de 14 pb en la region cadife deSOS1que anula
completamente la funcionalidad del transportadopone de manifiesto un fenotipo de
halosensibilidad severa que imposibilita su creentd en presencia de un estrés salino
moderado (hasta 50 mM NaCl en medio MS) @&hal, 2000; Qiuet al, 2002). La expresion
del antiportador SOS1 silvestre en plantas mutasue$-les capaz de aliviar el fenotipo de
halosensibilidad de los transformantes (&hal, 2000). Asi pues, con objeto de confirmar la
capacidad del transportador mutante SOS1-S1136A83 para fosforilarse y activarse vivo
por el complejo SOS2/SOS3 se transformaron pladéafrabidopsissosl-1con el doble
mutante no fosforilable y se llevaron a cabo ensagara determinar la capacidad del
transportador para suprimir el fenotipo de halosditad de los transformantes. Con dicho fin
se prepar6 una construccidn para expresar en plagitaantiportador mutante SOS1-
S1136A/S1138A bajo el control del promotor consititu CaMV35$ en el vector binario
pBI321. Para ello se amplific6 por PCR con la peliasaPfu y los oligonucleétidos
SOS1Xhol-F y SOSCTSacl-R (Anexo 1), un fragmentd 4 Kb) del extremo carboxiterminal
del mutante y se cloné posteriormente en el vgu@#°Blunt I| TOPO. Una vez secuenciado
se liber6 con las enzimashol y Sacly se sustituy6é el mismo fragmento en el ggbS1
silvestre del vector binario de expresion pBIAtSOShi et al, 2000). El vector con el inserto
mutado, pBIAtSOS1-S1136A/S1138A se diferencio dsdter original pBIAtSOS1 mediante
una digestiorClal, que en el caso de tratarse del vector original elcantiportador silvestre
liberaba una banda de300 pb pero que estaba ausente en presencia det pE&tAtSOS1-
S1136A/S1138A (véase Tabla 4). Adicionalmente, pacanfirmar la presencia de la mutacion
en la construccion obtenida, se secuencié en l@regutada. La cepa dégrobacterium
tumefaciensGV3101 se transform6 con las construcciones pBDRES1136A/S1138A,
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ademas de pBIAtSOS1 (Sht al, 2002) y vector vacio pBI321 como controles {psiy
negativo respectivamente. Plantasidabidopsisportando la mutaciésosl-1se agroinfectaron
con las bacterias transformadas y las semilladtaeses se seleccionaron para obtener lineas
transgénicas (T1) que expresaban las proteinas-SOE36A/S1138A, SOSL1 silvestre, o un
control con el vector vacio. Se seleccionaron 8alénen las que presencia del transg@$1-
S1136A/S1138Ae confirmd mediante la amplificacion por PCRadipde DNA gendmico de
estas lineas, de un fragmento~d®0 pb con oligos especificos del transgén (998HdmiA
NOSTerm-R). Posteriormente dicho fragmento se ipdrify se secuencié con el oligo
5'SOS1PLN para confirmar la presencia de la mutagantual. Adicionalmente el fondo
genéticososl-1se confirmé mediante diagnoéstico por PCR de ladi@h de 14 pb que define
al alelo mutante (Shet al, 2000), como se describe en el apartado 111.6.Bos ensayos de
halotolerancia se realizaron mediante transfereseiplantulas transgénicas de generacion T2,
previamente seleccionadas en kanamicina, a medpsmsentado con 0, 50 y 100 mM de
NaCl. De las 8 lineas transgénicas ensayadas expi@da proteina SOS1-S1136A/S1138A,
todas resultaron capaces de suprimir levementenetipo del mutante observandose un cierto
crecimiento en medio MS con 50 mM de NacCl, ausentbs transformantes con vector vacio.
Sin embargo, dicha supresion fenotipica fue soléengarcial pues el crecimiento de las lineas
congénicas transformadas con el ADNcAA8OSIsilvestre bajo el mismo promotor fue muy
superior comparado con el de aquellas que expnesabaantiportador mutado SOS1-
S1136A/S1138A, tanto en presencia como en ausdadal (Figura 15). La complementacion
parcial observada puede explicarse en base ailadadt transportadora basal de la proteina
mutante SOS1-S1136A/S1138A, pero que al carecdpdasitios de fosforilacion S1136 y
S1138, es incapaz de fosforilarse y activans@ivo por la kinasa SOS2 y por lo tanto no
alcanza los niveles de actividad del transportadeestre, siendo por tanto incapaz de suprimir
completamente el fenotipo del mutasts1-1

Con objeto de determinar si el nivel de complen®étaobservado en las plantas
transgénicasosl-1transformadas con SOS1-S1136A/S1138A es atribailtdeactividad basal
del antiportador SOS1-S1136A/S1138A, se cuantiicaivel de halotolerancia de tres lineas
transgénicassosl-1 expresando SOS1S1136A/S1138A, en relacion a latdbatancia del
mutantesos2-2 el silvestre Col 0 gl) y una linea transgénica mutastes1-lexpresando el
alelo silvestre del antiportador SOS1 bajo el adrttel mismo promoto€aMV35S Puesto que
el mutantesos2-2presenta una version silvestre del antiportadddIS@ero carece de un alelo
funcional de la kinasa SOS2, su nivel de halotalgease corresponderia con el conferido por
un SOS1 en condiciones basales, sin ser activad8@82. Como se observa en la Figura 16,
el nivel de halotolerancia de las plantas tranggénsosl-1 transformadas con SOS1-

S1136A/S1138A, expresado como la elongacion daitagrimaria tras 10 dias de crecimiento
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en medio MS suplementado con 50 mM de NaCl, esndemagnitud similar al del mutante
so0s2-2 Este resultado apunta a la fosforilacion de lingeS1138 en el dominio [1126]-
DEGIVVRIDSPSKIVFRNDL-[1146] como el principal mecanismo de aeition del
antiportador dé\rabidopsisSOS1 por el complejo kinasa SOS2/SOS3.
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El sistema SOS de tolerancia salina en plantasasdeBlcrito y caracterizado en la
dicotiledoneaArabidopsis thalianapero cada vez es mayor el nimero de genes hoalog
putativos del antiportador AtSOS1 de otras especiegetales Qymodocea nodosa
Phycomitrella patensLycopersicon esculentynTriticum aestivum Oryza sativgd que son
depositados en la base de datos. Aprovechandociante secuenciacion genomica de la
monocotiledéneaOryza sativa uno de los objetivos de esta tesis fue la ideatifon y
caracterizacion molecular de los homoélogos fundemale arroz de cada una de las tres
proteinas del sistema SOS (SOS1, SOS2 y SOS3yatddopsis El grado de equivalencia
funcional entre los homodlogos SOS de arroxrgbidopsisse determind mediante ensayos de

fosforilacionin vitro y estudios de actividad vivoen levaduras y plantas deabidopsis

IV/11. 1. Clonacion del antiportador de arroz OsSOS y andlisis de su secuencia.
TomandoOryza sativacomo modelo genético, se realizdé una busqueda wenigada
de homdélogos del antiportador dgabidopsisSOS1 en las bases de datos disponibles. El
resultado de la busqueda fue un Unico clon ESTrae g0Oryza sativasubsp.japonica cv
Nipponbare Entrada C71771) de 290 pb cuya secuencia cod#ica putativo homologo del
antiportador N&H" de ArabidopsisSOS1. Dicho clon EST se solicité al MAFF DNA Bagrk
Japon y una vez recibido se secuencié por compigtandlisis comparativo de la secuencia
codificada por el ADNc de arroz con aquella delipontador deArabidopsisindico que se
trataba de la proteina completa de un homologot8©81 en arroz (Figura 17). No obstante la
fase de lectura parecia estar interrumpida porirdosnes no procesados. Para confirmar esta
posibilidad se ampli6 el alineamiento de secuengas incluir a homélogos adicionales de
SOS1 provenientes de otras especies. Las secudecEBS1 del musdehycomitrella patens
del alga Cymodocea nodosade la dicotiledénealycopersicon esculentuny de la
monocotiledoneaTlriticum aestivumse recuperaron de la base de datos con las entrada
CAD91921, CAD20320, CAG30524 y AAQ91618 respectigata. Las secuencias de las
proteinas SOS1 de las especies halofitagllungiella halophilay Mesembryanthemum
crystallinumfueron cedidas por los Dres. Valery Poroyko y HAoknert, de la Universidad de
lllinois. El alineamiento multiple de las secuesctie todos los polipéptidos evidencié un alto
grado de colinealidad entre los distintos homdsode SOS1 y confirmé la presencia de dos
secuencias de nucleétidos interferentes de 8050y dHes de bases en el clon de arroz,
concretamente en las posiciones de nucledtidos y#70 respectivamente, tomando como
referencia de codon de inicio del ADNc correctaragirbcesado. La conclusion de que dichas
secuencias interferentes fueran intrones no prdossse vio reforzada por el analisis de la
secuencia genémica de arroz en el locus corresptedien la que dichas secuencias estaban
presentes y flanqueadas secuencias consenso gan@cesamiento de intrones (resultados no

mostrados). Para obtener un ADNc correctamenteepanld que pudiera ser utilizado en los
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ensayos funcionales en células de levadura se@tlRiNA de arroz Qryza sativasubsp.
japonicacv Nipponbar@ como molde para la amplificacion mediante RT-R&@R los oligos
RSOS1A y RSOS1B (Anexo I) de un fragmento de ADblcaspondiente a los nuclettidos +1
a +2432 en la region codificante de OsSOS1, abdecpar tanto la region conflictiva del clon
EST de arroz. Dicho fragmento se cloné en el vep@R°Blunt ITOPO (Invitrogen) y se
secuencio al completo para confirmar la eliminadi@ambos intrones y la fidelidad de la
polimerasa, y posteriormente se subcloné en el El®f original como un fragmento Sall-
BamHI, sustituyendo de este modo el fragmento edgive, portador de las secuencias
interferentes. Asi se obtuvo una secuencia inimepida de ADNc que codificaba una proteina
completa de 1148 aminoacidos con un 59.2 % deigdzhtcon el antiportador Ni* de
ArabidopsisSOS1 (Figura 17). Dicha secuencia de ADNc se d&pesi los bancos publicos
con el cddigo AY785147. Mediante alineamiento pemmblogia con las secuencias genémicas
de Oryza sativade las subespecidadica y japénica disponibles en las bases de datos se
encontré que el ADNc aislado (en adela@&SOS) correspondia al locus 0s12g44360 en el
cromosoma Xll y que no existian otras secuenciasoteologia significativa. Por lo tanto se

concluye que al igual que émabidopsis SOSles un gen de copia Unica en arroz.

IV/l. 2. Caracterizacion funcional heteréloga enS. cerevisiae del antiportador de arroz
OsSOS1.

Para ensayar la actividad transportadora de Os3©8il/o se empled el sistema de
expresion heteréloga eh cerevisiaePara ello mediante la insercion del ADNc de aoomo
un fragmento Sall-Notl de 3,7 Kb en los sitios xhatl del vector multicopia pDR195
(Rentschet al, 1995) se obtuvo una construcc{®ROsSOS1) que permitia la expresion en la
levadura del antiportaddDsSOS1 Para los ensayos de actividad se seleccion6da de
S.cerevisiaeAXT3K (Aenal-4 Anhal Anhx]) que carece de los transportadores dé Na
esenciales para su tolerancia salina y por lo tastoncapaz de crecer en medio AP con
concentraciones de Nasuperiores a 70 mM (en 1 mM dé)KQuinteroet al, 2002, 2000). Se
transformo6 dicha cepa de levadura con la constincpDROsSOS1 y con el vector vacio
pDR195 vy se realizaron ensayos por goteo de dilesiceriadas para determinar la tolerancia
salina de los transformantes. Como se observa Eiglsa 18 la expresion desSOSbajo el
control del promotorPMALl (pDROsSOS1) recupera parcialmente la halotoleradeiaa
levadura observandose crecimiento celular en m&Bigon hasta 100 mM de Né&L mM K).
Este resultado indica qu@sSOSExpresado de manera heterdloga en la levadura KXt8la
como un transportador de Naeduciendo sus niveles citosdlicos y con ello daicidad,
permitiendo asi el crecimiento en medios con canaeiones superiores de sal. El antiportador
de ArabidopsisAtSOS1 ha demostrado ser sustrato de fosforilap@mel complejo kinasa
S0S2/SOS3 darabidopss, lo que ademas potencia su actividad transpoeabtlNa (Qiu et
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al., 2002; Quinteroet al, 2002; capitulo | de esta Tesis). Para ensayarafmcidad del
homologo de arroz OsSOS1 de ser activado por gblegonkinasa SOS2/SOS3 deabidopsis

se utilizé el mismo sistema de expresion heterélmgéda levadura AXT3K afiadiendo en este
caso la expresion de las proteinasAdabidopsisSOS2 y SOS3. La kinasa SOS2 se expreso
bajo el control del promotor del g&fDH1 deS. cerevisiag para SOS3 se empleo el promotor
del genPMAL1 en los vectores monocopia pFL2T, pFL3T respecteras y pFL32T para la
coexpresion de SOS2, SOS3 o ambos, respectivarf@atateroet al 2002). Nuevamente se
transformo la levadura AXT3K con los vectores pgaraoexpresion de las tres proteinas SOS
(0OsS0OS1, AtSOS2 y AtSOS3) junto a los vectoresogacorrespondientes y se determind la
tolerancia salina de los distintos transformantesliente ensayos por goteo de diluciones
seriadas. Como se muestra en la Figura 18 la cesi®pr del antiportador de arroz junto al
complejo kinasa dérabidopsisSOS2/SOS3 aumentd dramaticamente la halotolerdeclas
transformantes permitiendo su crecimiento en mé#iaon hasta 400 mM de NacCl, que es la
concentracibn maxima tolerada por la cepa de la@adilvestre (W303). Esta tolerancia
incrementada se observé Unicamente en presends80S1, descartando la posibilidad de
gue SOS2 o SOS3 estuvieran estimulando algunadadivendogena de la levadura. AtSOS2
en presencia de OsSOS1 fue capaz de potencialokalbeancia de la levadura hasta un nivel
intermedio, inferior al alcanzado cuando se coesgman las tres proteinas SOS, pero
considerablemente superior al conferido por OsS&d1 Esta activacion parcial de OsSOS1
se debe posiblemente a una actividad basal de Z280%usencia de AtSOS3. Este resultado
indica que, al igual que AtSOS1, el antiportadorad®z OsSOS1 podria precisar de alguna
proteina moduladora para desarrollar su maximaidatl transportadora de N& que dicha

proteina moduladora posiblemente pertenezca andidale las protein kinasas CIPKs.

IV/II. 2. A. Cuantificacion del sodio intracelular en transformantes OsSOS1 de levadura.
Para determinar el mecanismo por el cual OsSOSénmemnta la tolerancia salina de la
levadura AXT3K, se midi6 el contenido intraceluthr N& en transformantes que expresaban
varias combinaciones de los genes SOS (0sSOS1,SR$@AtSOS3). Cuando se crecieron en
medio AP suplementado con 30 mM NaCl (1 mM KCI) ¢étulas expresando sélo OsSOS1
mantuvieron unos niveles intracelulares de" Mansiderablemente inferiores a las células
control transformadas con el vector vacio (FiguB). 1ISin embargo la coexpresion del
antiportador de arroz junto al complejo SOS2/SOSArdbidopsisredujo el contenido de Na
intracelular hasta unos niveles muy inferioressade células expresando OsSOS1 sola o junto
con la kinasa AtSOS2. Puesto que el contenidodeluar de N&engloba tanto al citosdlico
como al endosomal, la reduccion en los nivelesitelulares de Nadescarta la posibilidad de
que el mecanismo de tolerancia se deba a la campatacion del Nacitosélico. Por lo tanto

se puede concluir que OsSOS1 aumenta la toleraatiaa de la levadura mediante una

93



IV/Il. Resultados

extrusion del exceso de Naitosdlico y que dicho transporte de"Na ve potenciado por el
complejo kinasa SOS2/SOS3 Ambidopsis

IV/Il. 3. Cuantificacién del intercambio Na*/H" catalizado por OsSOS1 en vesiculas de
membrana plasmatica de levadura.

Para demostrar de manera directa la actividad @tdigpora de OsSOS1 se purificaron
vesiculas de membrana plasmatica de levaduras @itpe AXT3K expresando OsSOS1 en
presencia y en ausencia del complejo kinasa SOS3Sde Arabidopsis Las células de
levadura crecidas en medio selectivo AP (ImM K@) teansfirieron al mismo medio
suplementado con 100 mM de NaCl durante una haepermitir la activacién del complejo
kinasa SOS2/SOS3 y a continuacion se purificargicutas de membrana plasmatica. Se
comprobd la pureza de la preparacion de vesicutabamte la medida de la hidrdlisis de ATP
en presencia de inhibidores de ATPasas mitocordrigdhzida), vacuolares (nitrato) y
plasméaticas (vanadato) (Apartado 111.8.G.1.). Las#glidad relativa de la actividad ATPasa
total a dichos inhibidores confirmé que la prep#racde vesiculas estaba enriquecida en
membrana plasmatica (Figura 19). El intercambi&/fase monitoriz6 mediante la medida de
la fluorescencia en presencia de quinacrina, wrdforo liposoluble sensible a pH. El interior
de las vesiculas se acidifica rapidamente traditaém de ATP, estableciéndose un gradiente de
pH que alcanza el estado estacionario cuando s¢amgla fuga y el transporte de protones a
través de la membrana de la vesicula. La disminwbéd pH en el lumen vesicular produce una
disminucion de la fluorescencia debida a la quinacfvéase Figura 7). La adicién de una sal
de sodio (Ng50O,) origind una recuperacion de la fluorescenciadesr, una disipacion del
gradiente de pH, poniendo de manifiesto una actividntiportadora N&H" en las vesiculas.
Para confirmar que la disipacién observada enaglignte de pH es un efecto de la presencia de
cationes sodio y no del anion acompafante, serdava cabo ensayos de transporte
sustituyendo el sulfato disddico por gluconato sodiencontrandose unas actividades
antiportadoras relativas proporcionalmente simdlai@dependientemente de la sal sddica
empleada. Puesto que el gluconato, al contrarioedusilfato, es un anién impermeable, se
concluyé que la disipacion del pH era especifidacd&#on sodio (Figura 20). Dentro del rango
de concentraciones de Nde 25 a 100 mM (12.5-50 mM b80,) la actividad antiportadora
Na'/H* result6 ser superior en vesiculas aisladas deftranantes de levadura que expresaban
0OsSO0S1 en comparacion con la actividad de fondersada en vesiculas control carentes de
transportadores especificos (Figura 20). La méaxantividad intercambiadora N&i*™ se
observé en las vesiculas procedentes de célulascagipresaban las tres proteinas SOS,
resultado que se explica por la activacion delpantador de arroz OsSOS1 por el complejo
kinasa SOS2/ SOS3 deabidopsis Estas diferencias en el intercambioMNa de los distintos

transformantes de levadura, en concordancia con hslstolerancias y sus contenidos
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intracelulares de Na confirman que el homoélogo de arr@sSOSilactia, al menos en la
levadura, como un antiportador Wa" de membrana plasmatica y que su actividad se giaten

por el complejo kinasa SOS2/SOS3Atabidopsis

IV/1l. 4. Ensayo de fosforilacionin vitro de OsSOS1 por la kinasa dArabidopsis AtSOS2.

En estudios previos se ha demostrado que el atatifmorNd/H* SOS1 deArabidopsis
es substrato de fosforilacion por el complejo kin8©S2/SOS3 (Quintert al, 2002; capitulo
| de esta Tesis). Los resultados presentados dridasas 18 y 20 demuestran que la actividad
antiportadora de OsSOS1 también se potencia paoretgoresion del complejo protein kinasa de
Arabidopsis Para confirmar que dicha potenciacion de la mietd/ cursa mediante la
fosforilacion del antiportador de arroz por AtSGse2realizé un ensayo de fosforilaciarvitro
a partir de las proteinas purificadas. Para elldiame PCR con la polimeraRdu y los oligos
OsBglll-f y OsSOS1His6X-r se amplific6 un fragmentiel extremo carboxiterminal de
0OsS0S1 etiquetado con una cola de histidinas (§XBisho fragmento se clond en el vector
pCR®Blunt Il TOPO (Invitrogen) y se secuenci6 al contplpara confirmar la fidelidad de la
polimerasa, y posteriormente se subcloné en ebreciginal pPDROsSOS1 como un fragmento
Bglll-Notl, sustituyendo el fragmento equivalente atiquetado. El vector asi obtenido se
expreso en la levadura silvestre W303 y la protedmapleta OsSOS1His6X, etiquetada con la
cola de histidinas, se purificd, desde el extradto proteinas de membrana, mediante
cromatografia de unién a resina dé*NPara la reaccion de fosforilaciémvitro se emple6 la
kinasa deArabidopsissilvestre (AtSOS2) ynutante AtSOS2T/R308, purificadas de levaduras
o0 bacterias respectivamente (Apartados 111.8.A1.8.B.2.). La reaccion de fosforilacion llevé a
cabo mezclando 100 ng del antiportador de arroigago OsSOS1:His6X con 100 ng de la
fusion transnacional GST:SOS2TB08 en la mezcla de reaccion de fosforilaciony tabmo
se describe el apartado III.8.E. Como se observdaeRigura 21, la kinasa hiperactiva
SOS2T/DA\308 cataliza una intensa fosforilacion de OsSO$a)eto silvestre en cambio, y
como consecuencia de su actividad autoinhibitora agisencia de SOS3, procura una
fosforilacion mas débil. De conformidad los restdis anteriores (Figuras 18 y 20) este dato
ratifica al antiportador de arroz OsSOS1 como atsstde fosforilacion por la kinasa de
ArabidopsisAtSOS2.

IV/1l. 5. Complementacion de mutantessosl-1 de Arabidopsis por el homologo de arroz
OsSOS1.

En Arabidopsis SOS1 desempefia dos importantes funciones impBoaa la tolerancia
salina de la planta, como son la restriccion dentaada neta de Nan la raiz y el control de la
carga de Naen el xilema para su transporte a larga dista@tiget al, 2002). El mutanteos1-

1 de Arabidopsispresenta una delecion de 14 pb en la region cadife de SOS1 que anula
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completamente la funcionalidad del transportadopone de manifiesto un fenotipo de
halosensibilidad severa que imposibilita su creento en presencia de un estrés salino
moderado (hasta 50 mM NaCl) (S#tial, 2000; Qiuet al, 2002). Sin embargo cuando en el
mutantesosl-1se expresa una copia exdgena y funcional delatdigor AtSOS1, el fenotipo
de halosensibilidad se suprime hasta un nivel aimail de la planta silvestre (S#tial, 2000).
Asi pues con objeto de extender la comparacionidnat entre OsSOS1 y AtSOS1 a plantas
completas, el mutansnsl-ldeArabidopsisse transformoé con el ADNc completo @eSOSY

se ensayo su efecto en la halotolerancia de Insftnanantes. Para ello el ADNc @sSOSke
insertd en el vector binario pBI321 mediante elnaje consecutivo de dos segmentos. En
primer lugar un fragment&all-BamHI de 2,3 Kb se insertd en los sitigholBamHI del
vector; posteriormente el fragmento restante de&kh,8e insertd en la orientacién apropiada en
el sitio BamHI del pBI321, reconstruyéndose asi el ADNc compli#oOsSOS1 para su
expresion en plantas bajo el control del promot$ 8el virus del mosaico de la coliflor. La
cepa deAgrobacterium tumefacier@V3101 se transformd con las construcciones pBBEES
ademas de pBIAtSOS1 (Sht al, 2002) y vector vacio pBI321 como controles {psiy
negativo, respectivamente. Se observd que el pligasMPBIOSSOS1 experimentaba
considerables reorganizaciones de secuencia cuantlansformante deé\grobacteriumse
crecia en medio LB convencional, pero que dichatbéas se minimizaban cuando en el medio
se sustituia la sal sodica por 1% KCI. Plantadmidopsismutantesosl-1se agroinfectaron
con las bacterias transformadas (crecidas en miesde KCI) y las semillas resultantes se
seleccionaron para obtener lineas transgénicas@$$j0S1, AtSOS1 y control con el vector
vacio. Se autopolinizaron 20 lineas transgénicaependientes para obtener plantas de
generacion T2 y la presencia y expresion de OseSdonfirm6 posteriormente por PCR y
RT-PCR, respectivamente, utilizando oligos espsasfi para el transgén (resultados no
mostrados). Adicionalmente el fondo genétimsl-1se confimé en cada una de las lineas
mediante diagndstico por PCR de la delecion delbldque define al alelo mutante (Shial,
2000) tal y como se describe en el apartado 11116.Bos ensayos de complementacidén se
realizaron mediante transferencia de plantulassgiamicas T2, previamente seleccionadas en
kanamicina, a medios suplementado con 0, 50 y 65daNNaCl. De 16 lineas transgénicas
0OsS0S1 ensayadas, diez resultaron capaces de iswgdrienotipo del mutante permitiendo su
crecimiento en medios con hasta 65 mM de NaCle8ibargo dicha supresion fenotipica fue
solamente parcial pues el crecimiento de las liseagénicas transformadas con el ADNc de
AtSOSXue superior comparado con el de aquellas quessapan la proteina de arroz, tanto en
presencia como en ausencia de sal (Figura 22)s Essultados indican que el homoélogo de
arroz OsSOS1 puede, aunque solo parcialmentetusuistiplantaal transportador endégeno de

Arabidopsis
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IV/1l. 6. Respuesta del transcrito OsSOS1 al estrésalino.

Para evaluar como se modifica la expresion de O$SDSespuesta al estrés salino se
preparé una membrana de nylon con RNA total padficde raices y parte aérea de plantas de
arroz Oryza sativecv Nipponbarg sometidas a un choque salino con 100 mM de NaGinde
0, 3, 15 y 48 horas. La hibridacion se efectué ooa sonda de ADN radiomarcada”IP
preparada a partir del fragmenttindlll-Hindlll de 1,7 Kb correspondiente a la region
carboxiterminal del ADNc de OsSOS1. Las sefalefomagtricas se cuantificaron mediante
escaneo densitométrico de la autoradiografia intassidades relativas se normalizaron por re-
hibridacion de la membrana con una sonda de ADKkespondiente al fragmento de 18S del
ARN ribosomal (Delcasso-Tremousaygieal, 1988). Adicionalmente se efectud un control de
la especificidad de la sonda OsSOS1 mediante hitidd a una membrana de nylon preparada
con ADN gendmico de. sativacv Nipponbare digerido con diversas restrictagesmH|,
EcoR| Hindlll, Xhol). Se detectaron niveles de expresién basales 8©8ktanto en las raices
como en la parte aérea de las plantas controtaterdas. Al cabo de 3 horas de exposicion a sal,
en raices se observa un lento pero transitorio atante los niveles de transcrito OsSOS1 que
alcanza su maximo a las 15 horas del inicio d&tngnto, cuando los niveles de transcrito han
superado a los basales en 6 veces (Figura 23 parte aérea, en cambio, el efecto del choque
salino es el opuesto. A las 3 horas del iniciotd#hmiento con sal los niveles del transcrito
OsSOS1 en la parte aérea se reducen hasta ensscegceespecto al nivel basal encontrado en
las plantas control (Figura 23). Dicha reducciénlamxpresion es también transitoria pues,
desde que alcanzan su minimo a las 3 horas del ot tratamiento, los niveles de transcrito
en la parte aérea se recuperan lentamente hastecg@méente reestablecer el nivel basal al cabo
de 48 horas de exposicion a sal. Estos resultagpsren una implicacion funcional de OsSOS1

en la respuesta de la planta de arroz al estiéw.sa

IV/11. 7. Identificacion del complejo kinasa de arroz que active a OsSOS1.

De los resultados obtenidos por la caracterizaitigoional de OsSOS1 se deduce que,
al igual que AtSOS1, el antiportador de arroz OsB@8dria precisain vivo de algun
modulador homdlogo al complejo kinasa Aeabidopsis SOS2/SOS3 para desarrollar su
maxima actividad antiportadora de ‘N#ese a que las secuencias genomica®.dsativa
disponibles en las bases de datos no estan alrnatamp sélo parcialmente ensambladas, se
han identificado en ambas subespediedicay japdnica al menos 30 miembros de la familia
SnRK3 de kinasas CIPK/PKS y 10 miembros de la faniié sensores de CaCBL/SCaBP

interaccionantes (Kolukisaogéi al, 2004).
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IV/1l. 7. A. Identificacion y caracterizacion funcional del homologo de AtSOS3 en arroz.

Con objeto de identificar al miembro modulador deéxima homologia con
AtSOS3/CBL4 de entre la decena de proteinas CBhardez (Kolukisaogluet al, 2004), su
secuencias polipeptidicas se recuperaron de ladeadatos para llevar a cabo un alineamiento
multiple, incluyendo la proteina dérabidopsisSOS3/CBL4 (Figura 24). Con base en dicho
alineamiento, las proteinas de arroz mas similareSOS3 deArabidopsis son OsCBL4
(0Os05g45810), OsCBL7 (0s02g18880) y OsCBL8 (0Os02828 con un 66.2%, 67.1% vy
66.7% de identidad con AtSOS3 respectivamente (&igd). El resto de los miembros OsCBL
presentan identidades significativamente inferio@amsmo AtSOS3, los tres homdlogos de arroz
se predicen ser proteinas miristoilables, una riwadiion post-traduccional que es esencial para
la funcionalidad de SOS3 (Ishitagt al, 2000; Hwanget al, 2005). Todos los miembros de la
familia de CBLs contienen 4 motivos EF-hand conseog para la unién a Caseparados por
secuencias intermediarias de longitud fija. Ladacéwnes de tamafo y secuencia entre las
proteinas CBL estan por lo tanto restringidas jpadmente a las extensiones amino y
carboxiterminal desde la parte central conservadukisaogluet al, 2004). Puesto que la
region aminoterminal de AtSOS3 es mas similar adaOsCBL4 que a la de OsCBL7 y
OsCBLS8 (Figura 24) y, al igual que SOS3, OsCBL4mmliza en la membrana plasmatica
(Hwang et al, 2005), para llevar a cabo ensayos funcionaledeeaduras y plantas se
preseleccion6 OsCBL4 como el putativo homodlogo ifumal de SOS3. Con dicho fin se
procedié al clonaje de su ADNc completo medianteFCR con los oligos OsCBL4-f y
OsCBL4-r (Anexo |) a partir de RNA total aislado plantas deDryza sativasubspjapénica
cv Nipponbare El fragmento de ADNc amplificado se clon6 en@tter pCR®BIunt || TOPO
(Invitrogen) y se determind su secuencia completa plescartar la ausencia de intrones no
procesados y de fallos en la replicacién de lasneobsas. El ge®@sCBL4se corresponde al
locus Os05g45810 en el genomaQlesativasubspjapdnicay su ADNc completo, depositado

en la base de datos con la entrada AK101368, cagifira una proteina de 211 aminoacidos.

IV/II. 7. A. 1. Caracterizacion funcional de OsCBL4enS. cerevisiae.

Con objeto de demostrar la identidad funcionalee@sCBL4 y AtSOS3, mediante su
expresion heterdloga en la levadura, se procedidgsayar la capacidad de la proteina de arroz
OsCBL4 de interactuar con la kinasa de Arabidospa80S2 para formar un complejo kinasa
activo capaz de potenciar al antiportador AtSOSin @icho fin y mediante la insercion del
ADNCc completo de OsCBL4 (procendente del vector @BRint I| TOPO-OsCBL4), como un
fragmento XholBamH|, en los mismos sitios de restriccion del vectoiticapia pDR195
(Rentschet al, 1995) se prepar6 una construccion (pbDROsCBL4¢ mermitiria la expresion
constitutiva en la levadura de la proteina bajoositrol del promotor del geAMAL Para los

ensayos de actividad, y con objeto de recuperar dendos marcadores auxotréficos, se
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selecciond la cepa d8. cerevisiaeYP890 que, sobre el fondo genético AXT3Kefal-4
AnhalAnhx1), posee una integracion cromosémica de un cagegxpmtesion del antiportador
de ArabidopsisAtSOS1 regulada por el promotor del ge8K1 Dicha cepa de levadura se
transform6 OsCBL4 (pDROsCBL4) en presencia y auaede la kinasa interaccionante
AtSOS2 y la halotolerancia de los transformantedetermind mediante ensayos por goteo de
diluciones seriadas. Como se observa en la Figbrka Zoexpresion de AtSOS1 y AtSOS2
conjuntamente con la proteina de arroz OsCBL4 eeuplenamente la halotolerancia de la
cepa de levadura observandose crecimiento celnlaneslio AP con hasta 400 mM de *Na
(ImM K), hecho que no ocurre con los transformantes @ootm pDR195. Este resultado
demuestra que OsCBL4 actia en la levadura como ammodlogo funcional de AtSOSS,
reconociendo a la kinasa d&rabidopsis AtSOS2 para promover asi la activacion del
antiportador SOS1.

IV/II. 7. A. 2. Complementacion de mutantessos3-1 de Arabidopsis con el homélogo de
arroz OsCBLA4.

En el apartado anterior se ha demostradoQg@BL4 expresado de manera heteréloga
en la levadura, se comporta como un homaélogo fmatide AtSOS3, formando con AtSOS2
un complejo kinasa activo que potencia la activitadsportadora de OsSOS1. No obstante
éste es un resultado provisional pues las actieslatbservadas en la levadura pueden ser una
consecuencia del entorno del sistema heterélogn sendirectamente extrapolables a la célula
vegetal. Para confirmar estos resultados mediarsi@yes funcionaleis plantase procedio a la
complementacion génica del mutastes3-1de Arabidopsis El mutantesos3-1de Arabidopsis
presenta una delecion de 9 pb desde el nucle6#d® de la secuencia gendmicali@S3que
anula completamente la funcionalidad de la protginaone de manifiesto un fenotipo de
halosensibilidad que imposibilita su crecimiento raedios con una concentracion ba"
superior a 100 mM (Liet al, 1997; 1998) y que se suprime cuando el mutaotantesos3-1
se expresa una copia exdgena y funcional de AtS@8Raniet al., 2000). Para confirman
plantala equivalencia funcional entre OsCBL4 y AtSOS®r®edié a la complementacién del
mutantesos3-1de Arabidopsis(Liu et al, 1998) con la proteina de arroz OsCBL4. Meditate
insercion del ADNc completo de OsCBL4, procendem¢é vector pCR®Blunt 1l TOPO-
OsCBL4, como un fragmento Xhol-BamHI en los misnsitios de restriccion del vector
binario pBI321 se obtuvo la construccion pBIOsCBQde nos permitiria dirigir su expresion
constitutiva en plantas bajo el control del prom@®6S del virus del mosaico de la coliflor. La
cepa deA. tumefacienssV3101 se transformo con la construccion pBIOsCBademas del
vector vacio como control negativo, cuidando siengw utilizar LBK como medio de seleccion
y crecimiento, para asi evitar las reorganizacial@esecuencia observadas anteriormente con el

vector pBIOsSOS1. Plantas Aeabidopsismutantesos3-1se agroinfectaron con las bacterias
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transformadas (crecidas en presencia de KCIl) wéasillas resultantes se seleccionaron para
obtener lineas transgénicas (T1) OsCBL4 y con8elautopolinizaron 10 lineas transgénicas
independientes para obtener plantas de genera2ignd presencia y expresion de OsCBL4 se
confirmd posteriormente por PCR y RT-PCR respentamte, utilizando oligos especificos
para el transgén (resultados no mostrados). Adifieente el fondo genéticms3-1se confimd

en cada una de las lineas mediante diagnostic®@Br de la delecion de 9 pb que define al
alelo mutante (Liwet al, 1998) tal y como se describe en el apartad6.BI3 (resultados no
mostrados). Los ensayos de complementacion seamali mediante transferencia de plantulas
transgénicas T2, previamente seleccionadas en kginama placas de MS suplementadas con
0, 100 y 125 mM de NaCl. Como controles positivoegativo se utilizaron lineas silvestres
Col-0 gl1 y mutantesos3-1 respectivamente, transformadas con el vectoroveBi321. El
total de las lineas transgénicas ensayadas (5s)ipgasentaban una supresion en mayor o
menor grado el fenotipo del mutarges3-1 mostrado crecimiento en medios con 100 mM de
NaCl (Figura 26). Ademas, a diferencia con la caemmntacién del mutantsosl-1 por
0OsS0S1, la complementacion esta vez fue complets pas lineas transgénicass3-1
expresando OsCBL4 exhibieron un crecimiento en asedalinizados muy similar al de las
plantas silvestres. Este resultado demuestra lactgnl del homodlogo de arroz OsCBL4 para
sustituir in planta la proteina enddgena derabidopsis AtSOS3 y confirma la homologia

funcional entre ambas proteinas.

IV/1l. 7. B. Identificacion y caracterizacion funcional del homoélogo de AtSOS2 en arroz.
Puesto que, como se demuestra en las Figuras 18, 20 la kinasa AtSOS2 de
Arabidopsisno solo activa al antiportador de arroz OsSOSa gie ademas lo fosforila, el
criterio de seleccion de la kinasa homdloga deeelus treinta miembros de la familia de
kinasas CIPK/PKS de arroz se fundamento en laligichide secuencia aminoacidica con
AtSOS2. Con dicho fin se recuperaron de la baséaties las secuencias polipeptidicas de la
treintena de kinasas CIPK de arroz y se realiz@lureamiento multiple de sus secuencias,
incluyendo a la kinasa derabidopsisAtSOS2. Del analisis filogenético de dicho alinégnto
(Figura 27) se observa que la secuencia que peesayor colinealidad con AtSOS2 es la de la
kinasa de arroz OsCIPK24 (entrada AK102270), con68r2% de identidad, seguida por
OsCIPK8 cuya identidad alcanza el 62%. En cambg ndembros que presentan mayor
divergencia con la kinasa deabidopsisson OsCIPK4 y 7 (35.8% de identidad), seguidos a
corta distancia por OsCIPK25 (36.7% de identid&l)esto que OsCIPK8 es mas similar a
AtCIPK8 que a AtSOS2 (72,6% de identidad frent628o respectivamente) y OsCIPK24 es la
isoforma con maxima identidad con AtSOS2, paraalles cabo ensayos funcionales en
levaduras y plantas se preseleccioné OsCIPK24 ceinputativo homdlogo funcional de la
kinasa AtSOS2 dérabidopsis Con dicho fin se procedid al clonaje del ADNenpbeto de
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OsCIPK24mediante RT-PCR con los oligos OsK24-f y OsKZ4partir de RNA total aislado
de plantas d©ryza sativasubspjapdnicacv Nipponbare El fragmento de ADNc amplificado
se clond en el vector pCR®BIlunt Il TOPO (Invitroygnse determind su secuencia completa
para descartar la ausencia de intrones no procesadie fallos en la replicacion de las
polimerasas. El ge@sCIPK24se corresponde al locus Os06g40370 en el genorQa sigiva
subspjaponicay su ADNc completo, depositado en la base desdaio la entrada AK102270,

codifica para una proteina de 454 aminoacidos.

IV/II. 7. B. 1. Caracterizacion funcional de OsCIPK24 enS. cerevisiae.

Con objeto de demostrar la identidad funcionalee@sCIPK24 y AtSOS2 mediante su
expresion heterdloga en la levadura, se proceditsayar la capacidad de la kinasa OsCIPK24
de potenciar la actividad antiportadora’/#f de SOS1 dérabidopsisy de arroz. Para ello y
mediante la insercién del ADNc completo de OsCIPK&écendente del vector pCR®Blunt Il
TOPO-0OsCIPK24) como un fragmentecoRIECORI en el sentido apropiado del vector
multicopia p414GPD (Mumbergt al, 1995), se obtuvo la construccién p4140sCIPK24 qu
permitiria la expresion en la levadura de la kindsaarroz bajo el control del promotor
constitutivo del geitsPD1 Para los ensayos de actividad, y con objeto deperar uno de los
marcadores auxotroficos, se seleccioné la cepa derevisiae/y P890 (Guoet al, 2004) que,
sobre el fondo genético AXT3KAenal-4AnhalAnhx]), tiene una integracién cromosomica
para la expresion del antiportador AeabidopsisAtSOS1 regulada por el promotor del gen
PGKL1 Dicha cepa de levadura se transformé con OsCIRE2140sCIPK24), en presencia y
ausencia de OsCBL4 y la halotolerancia de los foamsintes se determindé mediante ensayos
por goteo de diluciones seriadas. Inesperadamentensontr6 que la kinasa de arroz era
incapaz de activar al antiportador AeabidopsisAtSOS1, ni por si sola ni en presencia del
modulador OsCBL4, lo que se deduce de la deficidra@iwtolerancia que mostraron los
transformantes que coexpresaban las tres prote®@S, apenas diferenciable de los
transformantes control sin la kinasa. Para anakzaste fallo se debia a la incapacidad de
OsCIPK24 de interaccionar con OsCBL4, o de recanacdtSOS1 como sustrato, se preparo
una forma mutante e independiente de CBL de laskif@sCIPK24 mediante la delecién del
dominio carboxiterminal autoinhibitorio presentelas kinasas SnRK3 (Albreckt al, 2001;
Guoet al, 2001). Con dicho fin, en base a la localiza@énocida del dominio autoinhibitorio
de AtSOS2 (Gueet al, 2001) se disenid el oligo Osk&315-r que introduce un codén de
parada en el residuo de L315 del extremo carboxited de OsCIPK24, que es anélogo al
residuo de leucina en la posicion 308 de AtSOS2fr&mento correspondiente al ADNc
truncado OsCIPK24315 se amplific6 por PCR con la polimerd3fa y la pareja de oligos
OsK24-f y OsK2A315-r, utilizando el vector p4140sCIPK24 como molgiee se cloné en el

vector pCR®Blunt Il TOPO y posteriormente se secienl completo para descartar posibles
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errores en la transcripcion por la polimerasa yfdos oligos sintetizados. A continuacion se
liber6 como un fragmento EcoRI-EcoRI y se subclembel sentido apropiado del vector
multicopia p414GPD (Mumberget al, 1995) para obtener la construccién
p4140sCIPK24315, que permitiria la expresion en la levaduralalekinasa de arroz,
potencialmente hiperactiva, bajo el control delnpotor constitutivoGPD1 Las cepas de
levadura YP890 e YP1021, que poseen integraciam@sosomicas que permiten la expresion
contitutiva del antiportador SOS1 dgabidopsisy arroz, respectivamente, se transformaron
con la kinasa truncada (p4140sCIPK245) y el vector vacio p414GPD, en ausencia del
potencial modulador OsCBL4. La halotolerancia dettansformantes se determiné mediante
ensayos por goteo de diluciones seriadas. Nuevanteriinasa de arroz OsCIPKZ315 fue
incapaz de potenciar la actividad antiportadore&S@sS1 deArabidopsiso de arroz, pues el
crecimiento del transfomante con OsCIPK345 en medios salinizados no superaba al del
transformante control con un vector vacio. A laavide los resultados negativos, la explicaciéon
mas razonable seria que OsCIPK24 no es el homdilogmonal de AtSOS2, o bien que la
proteina sintetizada en la levadura es biologicéenegractiva. Una inspeccion mas exhaustiva
de la secuencia codificante completa del ADNc dslan este trabajo en base al clon EST
AK102270 revel6 que una traduccion conceptual &ciaien un codon ATG localizado en la
posicion +19, correspondiente a la metionina grokicion +7, predecia una proteina mas corta
pero con una mayor similitud con el extremo amirmoieal de AtSOS2 (Figura 27). Para
ensayar en la levadura la funcionalidad de estiantar méas corta de OsCIPK24, un fragmento
de 0,5 Kb del extremo aminoterminal de OsCIPK2&amsglificé con la polimerasBfuy los
oligos OsStul-r y OsM2-f (Anexo ), que desplazaimieio de la transcripcidn al nuevo codon
ATG en la posicion +19. Este se cloné en el ve@@R®Blunt || TOPO y, una vez
comprobada su secuencia, se subcloné como un fragrBamHI-Stul en las construcciones
p4140sCIPK24 y p4140sCIPKR3815, sustituyendo asi a los fragmentos originates &
inicio de la transcripcion en el codon ATG +1. Castas nuevas construcciones,
p4140sCIPK24 y p4140sCIPK2309, portando las versiones de OsCIPK24 acortadasd e
extremo aminoterminal, se repitieron los ensayofideionalidad en levaduras con resultados
muy diferentes. La cepa de levadura AXT3Kefal-4 Anhal Anhx]) se transformé con
OsSOS1 (pDROsSOS1) en presencia y ausencia de nkesakiOsCIPK24309, y la
halotolerancia de los transformantes se determiadiante ensayos por goteo de diluciones
seriadas. Como se observa en la Figura 25 la ceggprde OsSOS1 y OsCIPKAZD9 en
ausencia del sensor OsCBL4, recupera plenamertaldéolerancia de la cepa observandose
crecimiento celular en medio AP suplementado cdh@® de Na (1mM K*), hecho que no
ocurre con los transformantes control sin la kindsste resultado, ademas de confirmar la
funcionalidad de la kinasa OsCIPK24 acortada eexst¢mo aminoterminal, demuestra que la

delecién A309 elimina una regién posiblemente autoinhibitoyiaproduce una kinasa
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constitutivamente activa que no precisa de un namthul CBL para potenciar la actividad
transportadora de OsSOS1, de forma anéloga a ceomoeocon AtSOS2. Por otro lado las
cepas de levadura YP890 e YP1021, que poseen tegaaioion cromosomica para la expresion
del antiportador SOS1 derabidopsisy arroz respectivamente, se transformaron corniask
OsCIPK24 completa (con el inicio desplazado al A@i®la posicidn +19), en presencia y
ausencia de OsCBL4, y la halotolerancia de losstommantes se determiné mediante ensayos
por goteo de diluciones decimales. Como se obsenvéa Figura 25, la kinasa completa
OsCIPK24 expresada en la levadura interaccionauptivdmente con OsCBL4 para activar a
los intercambiadores derabidopsis(AtSOS1) y arroz (0OsSOS1), pero fracasa en laaaitin
completa de ambos transportadores en ausenciaedsbrs OsCBL4. Esta halotolerancia
incrementada se observé Unicamente en presen@s@B’K24, descartando la posibilidad de
que OsCBL4 desenmascarase ninguna actividad enmldgera levadura. Estos resultados
demuestran que OsCIPK24 actia en la levadura combomologo funcional de AtSOS2
reconociendo y activando indistintamente a lospaniadores N#H" de Arabidopsis(AtSOS1)

y arroz (OsSOS1).

IV/1l. 7. B. 2. Complementacioén de mutantesos2-2 de Arabidopsis con el homologo de
arroz OsCIPK24.

Como se demuestra en el apartado anterior, OsCIB&2émporta como un homologo
funcional de AtSOS2uando se expresa en la levadétwamando con OsCBL4 un complejo
kinasa activo que potencia la actividad transpor@adie los antiportadores deabidopsis
(AtSOS1) y arroz (0sS0OS1). No obstante, como senagta en apartados anteriores, la
caracterizacion funcional ef. cerevisiagroporciona un resultado provisional que debe ser
confirmado mediante ensayos funcionaleplanta El mutantesos2-2de Arabidopsispresenta
una delecidn de 2 pb desde el nucleétido +152% deduencia gendmica 8S2que anula
completamente la funcionalidad de la kinasa y pale manifiesto un fenotipo de
halosensibilidad que imposibilita su crecimientopeasencia de un estrés por'N&5 mM
NacCl), por Li o por deficiencia de potasio (Ztmt al, 1998; Liuet al, 2000). Sin embargo,
cuando en el mutants2-2se expresa una copia exogena y funcional de Es&ils0S2, el
fenotipo de halosensibilidad se suprime hasta uel gimilar al de la planta silvestre (Geb
al., 2004). Por lo tanto, para extender la comparafticional entre OsCIPK24 y AtSOS2 a
plantas completas, se procedié a la complementat@émutantesos2-2de Arabidopsiscon
OsCIPK24. Con dicho fin y mediante la insercion sie ADNc completo (con el inicio
desplazado al ATG en posicion +19), procendenteveetor p414GPDOsCIPK24, como un
fragmentoXbal-Xhol en los mismos sitios de restriccion del vectoabmpBI321 se preparo
una construccién (pBIOsCIPK24) que nos permitirfagid su expresion constitutiva en plantas

bajo el control del promotor 35S del virus del mosale la coliflor. La cepa d&. tumefaciens
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GV3101 se transformd con la construccion pBIOsCWPK&deméas del vector vacio como
control negativo, cuidando siempre de utilizar LB&EMo medio de seleccién y crecimiento,
para asi evitar las reorganizaciones de secuermsarvadas anteriormente con el vector
pBIOsSOS1. Plantas dArabidopsis mutantessos2-2 se agroinfectaron con las bacterias
transformadas (crecidas en presencia de KCI) wéasillas resultantes se seleccionaron para
obtener lineas transgénicas (T1) OsCIPK24 y carfd®lautopolinizaron 10 lineas transgénicas
independientes para obtener plantas de generaidnd presencia y expresion de OsCIPK24
se confirmd posteriormente por PCR y RT-PCR resmauente, utilizando oligos especificos
para el transgén (resultados no mostrados). Aditicente, el fondo genéticeos2-2 se
confimé en cada una de las lineas mediante diagagsbr PCR de la delecion de 2 pb que
define al alelo mutante (Liet al, 2000) tal y como se describe en el apartad6.BI2
(resultados no mostrados). Los ensayos de comptacién se realizaron mediante
transferencia de plantulas transgénicas T2, pren#nseleccionadas en kanamicina, a placas
de MS suplementadas con 0, 75 y 100 mM de NaCl.dCoomtroles positivo y negativo se
utilizaron lineas silvestre Col-§l1 y mutantesos2-2 respectivamente, transformadas con el
vector vacio pBI321. El total de las lineas trémgas ensayadas (5 lineas) presentaban una
clara supresion del fenotipo del mutastes2-2 permitiendo su crecimiento en medios con 75
mM de NaCl (Figura 28). Ademas, al igual que coadmplementacion del mutarges3-1por
OsCBL4, la complementacion fue completa pues lasal transgénicasos2-2 expresando
OsCIPK24 exhibieron un crecimiento en medios saditdds muy similar al de las plantas
silvestres. Este resultado demuestra la capacighch@mologo de arroz OsCIPK24 para
sustituir in planta a la kinasa endogenaAtabidopsis AtSOS2 y confirma la homologia
funcional entre ambas proteinas. En conjunto esssltados sugieren que el sistema SOS,
descrito hasta ahora UnicamenteAgabidopsis parece tener un equivalente homélogoCen
sativa y que ademas cada uno de los miembros que lo eoafoconserva una homologia tal
en ambos organismos, arroZAyabidopsisque los hace, funcionalmente intercambiables entre

Si.
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V. DISCUSION

V. 1. Identificacion del dominio de reconocimientq dianas de fosforilacién de SOS1 por
la kinasa SOS2.

La activacion bioquimica del intercambio W4 de SOS1 mediante la fosforilacion
del antiportador por el complejo kinasa SOS2/SO&S8 lanasa hiperactiva SOS2TABO8 se
habia demostrado previamente en nuestro laborat@iblante la coexpresion heteréloga de las
proteinas SOS en una cepa de levadura halosewsitdate de los transportadores de sodio
endogenos (Quinteret al, 2002). Adicionalmente se observd que el compldjmasa
SOS2/SOS3 promovia la fosforilacion de SOS1 encivaes de membrana plasmatica de
levadura, y que la kinasa hiperactiva SOS2¥308 aislada de bacterias era capaz de fosforilar
in vitro al antiportador SOS1 purificado. El conjunto deeaedentes experimentales apuntan a
un mecanismo de activacion del antiportador medpaatouna reaccion de fosforilacion, pero
en el momento de comenzar esta Tesis se descalabdaninio de reconocimiento de SOS1
por la kinasa SOS2 y ademas no existian datos imgmales que asociaran el proceso de
fosforilacion con la actividad antiportadora de 30SOS2 es una protein-kinasa de serina y
treonina con un dominio aminoterminal catalitiomitar a la proteina de levadura SNF1 y a las
kinasas dependientes de AMPc de animales €Lial, 2000). La regidon carboxiterminal de
SOS2 es en cambio Unica en plantas y alberga umiboautoinhibitorio (dominio FISL/NAF)
que interacciona fisicamente con SOS3 y cuya dglecesulta en una kinasa SOS2
constitutivamente activa e independiente de SOSB308; Guoet al, 2004). Un estudio
bioguimico que compara la afinidad de distintassiegmes hiperactivas de la kinasa por
diversos péptidos sintéticos ha demostrado quesdaesmicia minima de reconocimiento de
SOS2 (hidrofobico-X-basico-X (2)-Ser-X (3)-hidrofob) es similar a las anteriormente
descritas para SNF1 y kinasas de tipo SnRK1 y ocoapesiduos hidrofébicos y basicos que
son determinantes de la especificidad del susffaho et al, 2001; Daleet al, 1995; Ballet
al., 1995; Sugdenet al, 1999). Ademas esta especificidad es indeperiel® la
presencia/ausencia del dominio autoinhibitorio @53 (Gonget al, 2002c). En el extremo
carboxiterminal de SOS1 existe una secuencia [1DEGIVVRIDSPSKIVFRNDL-[1146]
que coincide con este consenso, por el que secpraflie posiblemente la serina 1136
(mostrada en negrita) sea la diana de fosforilaci®® conformidad con las predicciones
tedricas los resultados obtenidos del andlisis otggfetométrico del antiportador SOS1
fosforilado por SOS2T/B308 realizados en este trabajo (Figura 10) apuat&ste mismo
dominio de reconocimiento (fosfopéptido IDSRVFR), pero la diana de fosforilacién
determinada experimentalmente resulté ser la s&fd8 y no la serina 1136. Adicionalmente

el péptido IDSPSKIVFR se localiza en un dominio eefremo carboxiterminal de SOS1 que
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esta altamente conservado entre los homologoSQigldepositados en las bases de datos
(Figura 11). El alineamiento de sus secuencias @aunidicas indica que tanto la serina 1138
como la serina 1136 estdn conservadas en los hgoslde SOS1 de dicotiledoneas
(Thellungiella halophita Lycopersicon esculentynMesembryanthemum crystallinhnalgas
(Cymodocea nodoya musgos Psycomitrella patesy monocotiledoneasQOfyza sativa
Triticum aestivum El hecho de que ambos residuos estén conseeradwnocotiledoneas es
un buen punto de partida pues sabemos (Capitule Hsta Tesis) que el homdlogo de arroz
también se fosforila y activa por la kinasa SOSZW08 de Arabidopsis No deja de
sorprender no obstante el hecho de que la seriB@ Gde se predecia como posible diana
especifica de fosforilacion por SOS2, no solo eselmmla secuencia consenso de fosforilacion
por SOS2 (Gonget al, 2002c), sino también por su alto grado de ceaséin entre los
homologos d&SOS1 no aparezca fosforilada en los resultados decaspeetria de masas. Por
la inespecificidad inherente al analisis espectoofigtrico de fosfopéptidos no es posible saber
si se trata una serina que no se fosforila fisicEigente o estamos ante un falso negativo, pero
por motivos de proximidad con la fosfoserina 1188ttb del dominio de residuos hidrofébicos
y bésicos que reconoce SOS2, y por su alto gradoodservacion entre los homologos
conocidos deSOS1 se incluyd, junto a la serina 1138, en los ensapimquimicos y
moleculares para confirmar la relevancia este diomite fosforilacibn en el proceso de
activacion del antiportador por la kinasa SOS2.avitds puntuales del antiportador SOS1 que
sustituyen estas dianas de fosforilacion por resicho fosforilables de alanina (SOS1-S1136A,
SOS1-S1138A y SOS1-S1136A/S1138A) expresados arcejpa de levadura que carece de
los principales sistemas para la extrusion de s(@li@onjunto de bombas de sodio ENA1-
ENA4, y los intercambiadores N&K*/H* de membrana plasmatica NHA1 y vacuola NHX1)
en presencia de la kinasa SOS2A3D8 fueron incapaces de suprimir el fenotipo de
halosensibilidad de esta cepa hasta el nivel adcbmpor el antiportador silvestre activado por
SOS2T/A\308 (Figura 13). Este resultado esta de acuerdolac@usencia de fosforilacion
observadan vitro por SOS2T/[A308 del segmenta441-1146 del extremo carboxiterminal de
SOS1 mutantes SOS1-S1136A, SOS1-S1138A, y SOS36B131138A, en relacion al
mismo fragmento de la proteina silvestre (Figura Ethalmente la complementacién parcial
del fenotipo de halosensibilidad observada en lognies dé\rabidopsis sosl-fjue expresan

el antiportador SOS1-S1136A/S1138A (Figura 15)redato mas que, en concordancia con los
anteriores, confirma la clara falta de funcionalidie los mutantes puntuales de fosforilacion
(SOS1-S1136A, SOS1-S1138A, y SOS1-S1136A/S1138A)ekacion a la fosforilacion y
activacion por la kinasa SOS2. La mutacion de daimas 1136 y 1138 a residuos de alanina
parece no haber deteriorado significativamenteti@idad basal del antiportador, hecho que se

deduce de la complementacion parcial obserimda/o tanto en la levadura (Figura 13) como
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en plantas dérabidopsis(Figura 15). La actividad antiportadora en presede la kinasa se
mantiene en ambos casos al nivel que exhibe glatdador silvestre en ausencia de SOS2. En
consecuencia se podria afirmar que tanto la seroresenso 1136, como la fosfoserina
observada en la espectrometria de masas S1138rsmales en el proceso de activacion del
antiportador por la kinasa SOS2 ya que la modiiicade cualquiera de ellas en los mutantes
puntuales simples S0OS1-S1136A y SOS1-S1138A, iwmtapal antiportador para su
fosforilacion y activacion por la SOS2 (Figurasyl23). A pesar de que nuestros resultados no
han podido demostrar la fosforilacién de la serdi&6, la deficiencia del mutante SOS1-
S1136A en relacién a su activacion y fosforilagi@m SOS2 ponen de manifiesto su relevancia
en el reconocimiento de SOS1 por la kinasa SOSZidkthimente la incapacidad de los
mutantes SOS1-S1136A, SOS1-S1138A y SOS1-S1136883&1 Jpara ser activadda vivo

por la kinasa (Figura 13) indica que posiblememesxista ninguna otra diana especifica de
fosforilacion por SOS2 y que por lo tanto el Unmecanismo de activacion de SOS1 por esta
kinasa sea la fosforilacion de la serina 1138 endeminio carboxiterminal [1130]-
VVRIDSPSKI-[1141]. Esta es la primera caracteridacibioquimica y molecular de un
dominio genuino de reconocimiento y fosforilacidr pna kinasa de tipo CIPK y la primera
vez que se demuestra la relevancia de la fosf@iladel antiportador SOS1 en la
funcionalidadn plantade la proteina.

En un cribado de mutantes aleatorios del antiport&80S1 realizado en nuestro
laboratorio se encontré que la delecién del extreaudboxiterminal a partir del residuo de
glutamina 998 genera un antiportador altamenterditieo y cuya actividad es independiente
sus moduladores SOS2 y SOS3 (Paetial, 2005). Este mutante expresado en levaduras
mostraba una actividad antiportadora insdlita, zqqua si solo de llevar la halotolerancia de la
cepa AXT3K a un nivel superior al del antiporta@®S1 silvestre en presencia del complejo
S0S2/S0S3, e incluso de la halotolerancia de la siyestre W303. Este resultado indica que
posiblemente la region del extremo carboxitermilea50S1 que va desde el residuo 998 hasta
el final de la proteina incluyendo el dominio deamocimiento por SOS2, ejerza un efecto
autoinhibitorio sobre la actividad antiportadora $©®S1 y que dicho efecto se suprima de
manera fisiolégica mediante la fosforilacion porS&Qdiel residuo de serina 1138 en el dominio
carboxiterminal [1130]-VVRIDSBKI-[1141]. No obstante el hecho de que la actividd
antiportador silvestre potenciado por el compléps3/SOS3 siga siendo inferior a la actividad
demostrada por el mutante S@998 en la levadura, podria apuntar a la existedeiain
mecanismo alternativo de activacion de SOS1 a wuel rde transporte superior que esté
regulado por alguna otra proteina moduladora desitda. En este sentido, en el mismo
cribado de mutantes de SOS1 se encaqedla delecion del extremo carboxiterminal a parti

del residuo de leucina 745 generaba una proteimama actividad antiportadora practicamente
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nula en la levadura tanto en presencia como emeiaséel complejo SOS2/SOS3. Del analisis
de los mutantes afuncionales Almbidopsissos1-2 sos1-8y sos1-9 descritos por Shet al
(2000) y que modifican la region comprendida ent® residuos 745 y 997 de extremo
carboxiterminal de SOS1 se deduce que esta regi#b(997) del extremo carboxiterminal de
SOS1 alberga un dominio de activacion cuya integkighor razones que aln escapan a nuestro
conocimiento, resulta crucial para el desarrollolalectividad antiportadora de SOS1. Este
mismo dominio de activacion alberga una putativgiore de unién a nucledtidos ciclicos.
Aungue existen evidencias que vinculan los nuaedticiclicos a la tolerancia salina de
Arabidopsis(Maathuis y Sanders, 2001), no existen datos ewpatales que demuestren su
implicacion en la ruta SOS. Finalmente en nuestmiatorio se ha demostrado mediante
ensayos de doble hibrido en levaduras que estosnidsntarboxiterminales de SOS1 de
activacion e inhibicion interaccionan entre si. Rotanto, para explicar el conjunto de estos
resultados se ha propuesto el modelo que se m@steaFigura 29. En el estado basal, SOS1
se encuentra autoinhibido por la interaccion esuiedominios carboxiterminales de activacion
e inhibicion. Cuando una sefial de calcio promuewveformacién del complejo kinasa
SOS2/SOS3 y se produce la fosforilacion del residieo serina 1138 en el dominio
autoinhibitorio de SOS1, un cambio conformacioreld lugar en el antiportador que libera al
dominio activador de la interaccion con el domiaidoinhibidor, promoviendo de este modo
el eflujo de Na

Gran parte de la complejidad de los organismosrgrpe reside en la modificacion
post-traduccional especifica de las proteinas ei¢endosforilacién la mas extendida de estas
modificaciones. El relevante papel que desempeftsiarilacion de proteinas en la regulacion
de la sefializacion celular ha hecho que se intqueii los esfuerzos cientificos encaminados
al desarrollo de tecnologias para el mapeo de psbogsos de fosforilacion. La espectrometria
de masas en tandem (MS-MS) es hoy dia la aproximaéas empleada para llevar a cabo este
tipo de determinaciones y ha sido la técnica deci#la en nuestro estudio del dominio de
fosforilacion del antiportador SOS1 por la kinagaS2. A pesar de las enormes posibilidades
que otorga esta técnica, la espectrometria de nuesdesfopéptidos supone aln un gran
desafio por tres inconvenientes principales. Emaerilugar en los sistemas de deteccion
positiva mas cominmente utilizados el grupo fosateenudo ejerce un efecto de supresion de
la sefial que normalmente impide su deteccion. Adeelagrupo fosfato puede ser bastante
inestable y frecuentemente no resiste al procesdigteiacion por colision inducida (CID)
necesario para determinacion de la secuencia peptiinalmente la dificultad para conseguir
una cobertura de la secuencia peptidica complspecealmente cuando se trata de péptidos
largos, péptidos en escasa abundancia o péptidawifados en niveles subestequiométricos

supone una dificultad afiadida a la deteccion depéptidos. Por los motivos anteriormente
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expuestos los resultados que se obtienen del ianékpectrométrico de los dominios de
fosforilacion de una proteina son de caracter tateto y no pueden ser considerados en si
mismos sin ser respaldados con resultados biogogmica ausencia de fosforilacion, por
ejemplo, a menudo puede ser el resultado de un felgativo. Podria ser el caso de la serina
1136 incluida en el fosfopeptido 8?SKIVFR. Mediante experimentos de fosforilaciion
vitro hemos demostrado que esta serina 1136 es negasimita fosforilacion de SOS1 por la
kinasa hiperactiva SOS2TA308; sin embargo la posible fosforilacién de estina 1136 no

ha sido detectada por espectrometria de masasagauzlocalizacion en el péptido hagan que
un posible evento de fosforilacion de la serina6l48a mas labil a la disociacion peptidica
(CID), o bien es posible que el grupo fosfato erhdilocalizacion esté ejerciendo un efecto de
apantallamiento sobre la sefial de deteccion. Elquiea caso, los resultados obtenidosivo

e in vitro con los mutantes simples S1136A y S1138A claragnardican que la serina en
posicién 1136 es absolutamente necesaria paraaiamiento y/o fosforilacion de SOS1 por
la kinasa SOS2. Por otro lado, el hecho de quadrgemente la reaccion de fosforilacion se
produce con una eficiencia limitada, sumado a feculiad para conseguir una cobertura
completa de la secuencia peptidica de la protharapropiciado que en la fosforilacidmvitro
previa al andlisis por espectrometria de masasisgub favorecer la reaccion de fosforilacion
mediante la aplicacién de condiciones que la p@ang el uso de versiones hiperactivas de la
kinasa utilizada, como es el caso de SOSAB@3. Aunque estas medidas mejoran
considerablemente la eficiencia de la detecciéfogi®péptidos, podrian también provocar un
estado de hiperfosforilacion proteica que conlléavadeteccion de sitios de fosforilacion
“forzada” que en condiciones fisioldgicas no sedpmirian, es decir, falsos positivos. Podria
ser el caso de la serina 1110, en el fosfopéptil@GLPLKGESSTR pues aungue no hemos
llegado a analizar bioquimicamente este sitio @éofdacion, basandonos en su escaso grado
de conservacién en otras especies vegetales, esprobgble que se trate de un sitio de
fosforilacion no fisiolégica. Recientemente se kaatrollado una nueva técnica de mapeo de
sitios de fosforilacion proteinica basada en ua tip proteolisis llamada “fosfoespecifica” que
estd mediada por una proteasa que reconoce espewfite los sitios de fosforilacion
(fosfoserinas y fosfotreoninas). La clave de egt@»xamacion es la transformacion quimica
selectiva de los residuos de fosfoserina y fosboirea a analogos de lisina, aminoetilcisteina y
B-metilaminoetilcisteina, respectivamente. Los mig#i resultantes con residuos de
aminoetilcisteina son entonces digeridos con ungegsa lisina-especifica que de esta forma
reconoce especificamente los sitios de fosforitacjnight et al, 2003). Este tipo de
aproximacion tecnolégica es un complemento indiBleuta la espectrometria de masas en
tandem (MS/MS) en el mapeo de los sitios de fdsfddin y que podria mejorar

considerablemente la especificidad de los resudtadpectrofotométricos.
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El sistema de expresion en la levad@racerevisiaeéha sido utilizado extensamente para el
aislamiento y caracterizaciéon funcional de proteiadividuales de varios organismos y
especialmente en el estudio de proteinas de trdasge plantas (Dreyeet al, 1999).
Ciertamente ha sido de especial utilidad en ebéstie la regulacién del sistema SOS donde la
coexpresidn de las proteinas SOS nos ha permitetnostrar distintos aspectos de la
regulaciéon de SOSL1 por el complejo SOS2/SOS3 (Guimt al, 2002). En nuestro trabajo,
este sistema de expresion en la levadura ha sidpageutilidad en el ensayin vivo de la
actividadde los distintos mutantes puntuales de fosforitaciébido a la sencillez del proceso
de transformacion y de la realizacién de los ensagohalotolerancidNo obstante este sistema
de expresion heterdloga proporciona un resultadeigional pues los componentes celulares
de la levadura pueden diferir sustancialmente dede la célula vegetal y a veces las
actividades observadas pueden ser una consecwkiaatorno del sistema heterélogo y no
ser extrapolables a la célula vegetal. Por estévenee ha ensayado la actividedplanta del
doble mutante puntual SOS1-S1136A/S1138A mediahtestudio de su capacidad para
suprimir el fenotipo de sensibilidad a sal de @ardeArabidopsismutantesosl1-1 El mutante
sos 1-1sufre una delecion de 14 pb en la region codifea@SOS1que anula completamente
la funcionalidad del transportador, hecho que seepde manifiesto por un fenotipo de
sensibilidad severa a sal que imposibilita su omexzito en presencia de un estrés salino
moderado (hasta 50 mM NaCl) (Skt al, 2000; Qiuet al, 2002). La expresion del
antiportador SOS1silvestre bajo el control de un promotor condtituty potente como
CaMV35Sen plantas mutante®sl-les capaz de aliviar el fenotipo de halosensitilida los
transformantes (Shét al, 2000). Como se describe en el apartado IV/l.8&esta Tesis la
expresion del alelo mutante SOS1-S1136A/S1138/apazxde complementar en cierto grado
la halosensibilidad del mutante Beabidopsissosl-1pues las plantas transgénisasl-lque
expresan este alelo del antiportador son capaceseder en medio MS con 50 mM de*Na
diferencia de las plantas contrebsl-1transformadas con el vector vacio (Figura 15). No
obstante esta supresion fenotipica es soélo pgnee la halotolerancia de las lineas congénicas
transformadas con el ADNc del antiportador AtSO8testre bajo el control del mismo
promotor demostr6 ser considerablemente superionpaada con la de aquellas que
expresaban la proteina mutada. El numero de limemsayadas es lo suficientemente
significativo como para descartar la posibilidadyde estemos ante un caso de variabilidad de
expresion por la insercion arbitraria del gen y déferencias en la halotolerancia son lo
suficientemente notables para poder afirmar quérate de una complementacion parcial.
Adicionalmente y mediante la cuantificacion del ehivde halotolerancia de las lineas
transgénicasosl-1transformadas con SOS1-S1136A/S1138A en relacidnudéantesos2-2

se ha estimado que esta supresion parcial delifendel mutantesosl-les debida a la
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actividad basal del antiportador SOS1-S1136A/S1138Aque indica que posiblemente no
existan mecanismos de activacion del antiportad®S1S por SOS2 alternativos a la
fosforilacion de la serina 1138. No obstante estacleision podria ser argumentable pues se
basa en un resultado que compara la actividad ppaaglora de SOS1 en dos sistemas
diferentes: la expresién desde su localizacion gérady promotor enddgenos y su expresion
desde una localizacién genoémica arbitraria y cgor@inotor constitutivacaMV35S Como se
observa en la Figura 16, el nivel de actividad @S$ inferida a partir de la halotolerancia de
plantas silvestres no es comparable a la activida8OS1 que se obtiene mediante la insercion
exdgena y arbitraria del gen en un mutastesl1-1 incluso si se utiliza un promotor
constitutivamente activo y potente comoGaAMV35S Esto es debido a que la localizacion
gendmica y los moduladores enddgenos del caset¢xpiesion de&SOS1son especificos del
gen y responden de manera Optima a las sefialeseqdesencadenan durante la respuesta al
estrés salino, haciendo que la planta silvestigoreta en la mayoria de los casos mejor a la
imposicion del estrés que la planta mutasdel-1con una insercion arbitraria del g8©S1
bajo el control de promotores constitutivos exdgerifl casete de expresion CaMV3hks
NOSer, pese a contener un promotor constitutivo y mutemie, carece de los sistemas de
regulacion del promotor enddégeno y ademds su idsers arbitraria por lo que segun la
region del genoma en que sea insertado el nivebxgeesion sera variable en cada linea
transgénica. Asi pues las plantasAdabidopsismutantesos2-2aunque carecen de una kinasa
SOS2 funcional, en relaciébn a SOS1 se comportar aonsilvestre y por lo tanto el nivel de
expresion del antiportador no es comparable abgdransformantesosl-1transformada con
SOS1-S1136A/S1138A. El control idoneo en este sas@ un doble mutang®s1-1 X s0s2-2
que expresara el antiportador SOS1 silvestre bajordrol del mismo promotor que regula la
expresion de SOS1-S1136A/S1138A en las lineasgéaitas ensayadas. La halotolerancia de
esta linea control se corresponderia por lo tamtda halotolerancia conferida por la actividad
basal del antiportador SOS1 expresado desde algttaren ausencia de la kinasa SOS2 y su
cuantificacién resultaria crucial para discernielsnivel de complementacién alcanzado por los
transformantesosl-ton SOS1-S1136A/S1138A es el correspondiente etilddad basal del
antiportador o se trata de un escalon intermedioceda complementacion “basal” (SOS1
silvestre en ausencia de SOS2) y la complementdagiiva” (SOS1 silvestre en presencia de
S0OS2). Estos resultados deberian ser comparadds: @mtividad bioquimica presente en las
membranas plasmaticas de esas lineasrdeidopsis(Qiu et al, 2002). Alternativamente, la
actividad antiportadora del mutante SOS1-S1136A38Alpodria ser medida en vesiculas de
membrana plasmética de levaduras, de una manedfarsinias determinaciones realizadas con

la proteina de arroz OsSOS1.
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V. 2. Caracterizacion molecular de la ruta de halailerancia SOS deOryza sativa.

En este trabajo hemos demostrado a través ddasitggnéticos y bioquimicos que una
proteina de arroz con una similitud de secuengaifiiativa con el transportador SOS1 de
Arabidopsis es ademas su homélogo funcional. En primer lugsSOS1 suprime la
sensibilidad a Nade un mutante de levadura que carece de los ttaspales sistemas para la
extrusion de Naen la membrana plasmatica (el conjunto de bomeasadENAL-ENA4, y el
intercambiador (NaK*)/H" NHA1) por medio de un mecanismo que reduce elecidd neto
de Nd en la célula (Figura 18). Adicionalmente, prepamaes de membrana plasmatica
obtenidas a partir de transformantes de levadugaegpresan OsSOS1 demostraron una mayor
capacidad de intercambio Md® (Figura 20). En segundo lugar el complejo kinasa de
ArabidopsisSOS2/SOS3, que regula positivamente la actividadt$OS1 (Qiwet al, 2002;
Quinteroet al, 2002), también estimula la actividad de OsSQ&dto in vivo (Figura 18)
como en vesiculas de membrana plasmética (FigytaD@0conformidad con este resultado,
OsSOS1 es reconocido como substrato de fosfonilgmad la kinasa AtSOS2 (Figura 21). En
tercer y ultimo lugar, OsSOS1 suprime en gran neetiddeficiencia en el crecimiento, tanto
en presencia como en ausencia de sal, de un mwutasielde Arabidopsis(Figura 22).
Conjuntamente, estos resultados demuestra®g8©SZEs un homologo funcional d¢SOS1
y representan la primera caracterizacion bioquimioaolecular de una proteina implicada en
la extrusion de Naen monocotiledéneas. Como Arabidopsis OsSOSles un gen de copia
Unica enOryza EIl unico ADNc completo que se encontré en lastilas de ADNc disponibles
en arroz estaba interrumpido por dos intrones nogzados y la proteina que codificaba se
encontraba truncada por un codén de parada presmatula fase de lectura. Presumiblemente
esta dificultad en la obtencién de un ADNc que ficalia una proteina SOS1 funcional se
origina en una expresion residual del transgén fadaxicidad de esta proteina de membrana
en la bacteria. Este problema se tornd particulateneémportante cuando para la
transformacion de plantas deabidopsisel ADNc completo d&sSOSZXue colocado bajo el
control del promotorCaMV35Sy se transformd erAgrobacterium Aunque no hemos
cuantificado el fenbmeno, las reorganizacionesnpildisas se redujeron substancialmente
cuando se sustituy6 el cloruro sodico del mediordeimiento bacteriano por cloruro potasico,
lo que posiblemente refleja el hecho de que lectdad debida a la expresion @sSOSles
mayor en presencia de sus substrato$ yN4).

Los precedentes acerca de proteinas implicadaa extriusion de Naen plantas son
escasos, e inexistentes en arroz. Mediante la sigpréneterdloga en la levadura, hemos
demostrado que OsSOS1 cataliza el intercambiéHNan vesiculas de membrana plasmatica
derivadas de la cepa de levadura AXT3K, en la taglgenes que codifican las proteinas

encargadas del eflujo de NENA1-4 y NHA1 han sido inactivados. Aunque estestginas
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son las responsables de la mayor parte del eflejjNd que tiene lugar en la membrana
plasmaética de la levadura y por tanto de la toeacelular al N&(Bafiueloset al, 1998), una
cierta capacidad de intercambio "M# aln permanece en las vesiculas de membranas
plasmaticas de la cepa AXT3K en concentraciondsalesuperiores a 50 mM (Figura 20). La
expresion deDsSOS1Isblo concede un incremento moderado en el intericanie’/H* por
encima de la actividad basal. En cambio, la coex@medel homdélogo de arrdzsSOSZXon el
complejo activador SOS2/SOS3 Ambidopsisincrementa significativamente la capacidad de
intercambio N&H" de las vesiculas. Se estimé una Km aproximada9dmla de Na para
0OsSO0SL1 en su estado activado. Esta afinidad apgrargce estar en proporcion a la tolerancia
salina conferida a las células de levadura poisedrea OsSOS1/S0OS2/S0OS3, que permite el
crecimiento en 200 mM NacCl, y es similar a la Km28mM N4d que ha sido estimada para
AtSOS1 en vesiculas de membrana plasmética deapla®Arabidopsissometidas a estrés
salino para inducir asi la actividad de AtSOS1 (&ial, 2003). En consecuencia, la tolerancia
salina impartida a la levadura por OsSOS1 y AtS®&1 comparables. En cambio, cuando
OsSOSl1se expresa en el mutante Aeabidopsissosl-lel nivel de supresion fenotipica
alcanzado es claramente inferior al que se alcanaado el mutante expresa el ADNc de
AtSOS1 en las mismas condiciones de expresionrdhega. Esta diferencia en la actividad
planta podria ser atribuible a funciones alternativas gueda desempefiar el antiportador
AtSOS1 en relacion a la halotolerancia de las ptadeArabidopsisy que sin embargo no
estén tan conservadas en monocotiledoneas. Agjgoplo, se ha demostrado recientemente
(Katiyar-Agarwal et al, 2006) que AtSOS1 interacciona con la protein®TURCD1, una
proteina implicada en la respuesta de las plamtasabidopsisal estrés oxidativo (Belles-Boix
et al, 2000). Aunque la actividad bioquimica de CEO1/RCI0 esta aun clara, su localizacion
es nuclear y parece potenciar la expresidn de geeessarios para la resistencia al estrés
oxidativo (Katiyar-Agarwakt al, 2006). Actualmente en el laboratorio del Drndaang Zhu

se estan realizando experimentos encaminados asttemda implicacion de SOS1 en la
respuesta antioxidante de la planta (Katiyar-Agaetal, 2006). Es posible por tanto, que la
proteina de arroz, OsSOS1, expresada heterdloganeentplantas dérabidopsisno sea
competente, por la disparidad de secuencia, deaodienar con CEO1/RCD1, u otras
proteinas todavia desconocidas, esperandoseepasst una complementacion parcial de la
mutacionsosl-1por OsSOS1 como la observada en este trabajo.

En Arabidopsis la actividad de SOS1 esta regulada positivamenteavés de la
fosforilacion por el complejo kinasa SOS2/SOS3 (&iwal, 2002, Quintereet al, 2002). La
proteina de arroz también se fosforila y activalpsmproteinas d&rabidopsisSOS2/SOSS3, lo
que sugiere que los detalles mecanisticos de lala@gn bioquimica de SOS1 estan

conservados entre estas especies y que, en consecueben existir hdmologos funcionales
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de las proteinas SOS2 y SOS3 en arroz. Aunqueelogngas completos de las subespecies
Japonicae Indica estan aun parcialmente ensamblados, en amboselasismo grupo de 10
CBLs y 30 CIPKs ha sido identificadi silico (Kolukisaogluet al, 2004). La complejidad de
estas familias de genes en arroz, sumada a laersisten el genoma dérabidopsisde
familias de genes de tamafio similar (10 CBLs y BBKG), sugiere que estos componentes de
sefalizacion surgieron y se diversificaron tempmarae en la evolucion de las plantas
(Kolukisaoglu et al, 2004). Ademas, puesto que se han encontrado Ibgosd del
transportador SOS1 y de los intermediarios de gitadn CIPKs/CBLs en varias especies de
plantas evolutivamente distantes (Quintero y Pasithopublicar), se podria conjeturar que estas
proteinas representaron un importante papel mugrearamente en la evolucién de las plantas.
En base a la similitud de secuencias proteinicasrdsultados de los ensayos funcionales en
levadura y la complementacion genética de mutatgésabidopsis hemos aislado candidatos
probables a ser los homdlogos funcionales del cgimtinasa SOS2/SOS3 en arroz. Las
proteinas de arroz OsCIPK24 y OsCBL4 no solo fueagaces de activar al transportador de
arroz OsS0OS1, sino también de intercambiarse corcuivalentes d&rabidopsispara formar
complejos proteinicos heterdlogos capaces deaactiios antiportadores ME® SOS1 de
Arabidopsisy arroz. Estos resultados evidencian un alto gdedoonservacion estructural entre
las proteinas SOS de dicotiledéneas y monocotikarA diferencia con OsSOS1, que es un
gen de copia Unica en arroz, OsCIPK24 y OsCBL4epeden a familias de genes, por lo que
sigue siendo una posibilidad formal que otras isn&s de CIPKs y CBLs pudieran haber dado
positivo en los ensayos funcionales llevados a eabouestro estudio. Mas aun en el caso de
OsCBL4, para el cual se presentan al menos otmsatudidatos OsCBL7 y OsCBL8, con una
similitud de secuencias elevada y con un dominiondestoilacion aminoterminal. Puesto que
las kinasas SnRK3 pueden interaccionar con masndeptoteina moduladora CBL/SCaBP
(Guo et al, 2001; Kolukisaoglet al, 2004), queda por demostrar si OsCBL4, OsCBL7 y/o
OsCBL8 son funcionalmente redundantes. En cualqo&so para obtener conclusiones
definitivas acerca de la funcion y especificidad edtas isoformas e identificar de manera
inequivoca aquellas isoformas de CBLs y CIPKs qurerslevantes para la halotolerancia sera
necesaria la determinacion del patron de expregilimcalizacion subcelular de cada una de
ellas, ademas del analisis fenotipico de mutantegstos genes. El creciente niumero de
mutantes de insercion que estan siendo anotadasa@npermitird en un futuro no muy lejano
esta aproximacion genética.

Los tricomas radicales y las células epidérmicasle® sitios principales de control de
la toma de iones inorgénicos que entran en lap@ida via simplastica. Adicionalmente, los
iones y solutos se mueven apoplasticamente a tamlésortex llevados por el flujo de agua

absorbida por la raiz hasta que alcanzan la baerefadérmica que previene su difusion pasiva
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a la vasculatura, obligando a la absorcion selectevziones a través del simplasto en las células
del cortex y la endodermis. En ambientes salirgosid celular imparte una mayor selectividad
en la toma de iones que el flujo de agua e iorleslargo de la via apoplastica de la raiz. La
contribucién relativa de cada una de estas viaabdercion al flujo neto de agua y solutos
depende de factores ambientales, entre ellositddsal (Steudle y Peterson, 1998; De Boer y
Volkov, 2003). Tipicamente, bajo condiciones deésssalino la ruta apoplastica se reduce por
un proceso que implica la lignosuberizacion detdjidos de la raiz (Azaizeh y Steudle, 1991;
Cruzet al, 1992; Sanchez-Aguayt al, 2004). En base a este modelo general, se haiduge
gue la absorcion de Nan raices de arroz tiene lugar principalmenteagés del flujo de
desvio apoplastico y su derrame al xilema a trad€sdiscontinuidades en la barrera
endodérmica de la raiz (Ye al, 1987; Yadawt al, 1996). En consecuencia, se ha sugerido
que la absorcién de Nan el arroz en condiciones de estrés salino astaritrolada por genes
gue afectan a la anatomia de la raiz mas que asw®de transporte membranal (Koyagha
al., 2001). En cualquier caso, incluso si el fluj@plastico incontrolado fuera la principal ruta
de entrada de Nal cilindro vascular de la raiz, un mecanismo matico para el eflujo de Na
seria aln de importancia critica para minimizaaldaorcién neta celular de Nen los tejidos
que rodean los haces vasculares de la planta.tigbeador N&H" de membrana plasmatica
SOS1, podria probablemente desempefiar este papasi yprevenir el dafio celular,
contribuyendo a la tolerancia salina de la plargengleta, particularmente en niveles de
salinidad moderados que no ocasionan un falloléigioo catastréfico. Una baja concentracion
de sales podria en si misma no ser dafiina pareca @¥eoet al, 1991); es el aumento
progresivo en la concentracion interna dé Maque llevan al dafio celular y a la parada del
crecimiento (Munns, 1993). Siempre y cuando elipriento se sostenga para mantener la
concentracién de sales en el tejido foliar baja dliturcion, se podria evitar un dafio celular
significativo, pues es la acumulacién a largo pldeosales en la hoja es la causa final del
envenenamiento por sales (Flowetsl, 1991).

Se ha demostrado que la capacidad de las varied#efalotolerantes de arroz para
reducir la acumulacion de Nadepende de la concentracion dedf el medio de crecimiento.
En un rango de concentraciones dedgie van desde micromolar alto a milimolar bajs, la
variedades halotoleranteBokkali y BK excluyen el N& selectivamente manteniendo la
concentracion de Kinterna relativamente constante. En cambio, cudosimiveles de Kse
encuentran en un nivel micromolar bajo, estas #ades acumulan Nae manera similar a la
variedad halosensibl®29 (Golldacket al 2002; Golldaclet al. 2003). La medida fisiol6gica
de la toma de iones en raices de arroz apuntaerideencia de sistemas independientes de
absorcion de alta afinidad de" ¢ Na' que podrian estar mediados por los transportadores
HAK/KUP y HKT, respectivamente (Garciadebktsal, 2003). La isoforma de arroz OsHKT1
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se expresa en células epidérmicas y corticalesadmik (Golldacket al, 2002) y sus
parametros cinéticos son similares a los exhibjwda raiz completa (entrada de*Nie alta
afinidad que se bloguea por)Ken tanto que la isoforma OsHKT4 se expresa dallel y
media una entrada rapida de*Nie baja afinidad en levaduras (Garciadelgiagl, 2003).
Recientemente, un QLT mayor implicado en la redatade los contenidos de'ken la parte
aérea y en la halotolerancia en arroz, ha permiéiddentificacién el getsKC1que codifica
una proteina tipo HKT que se corresponde con elQgtKT8(Garciadeblagt al, 2003; Ren

et al, 2005).SKC1/HKT8se expresa preferentemente en la células parentipasgue rodean

a los vasos del xilema y se induce por el estréaoséRen et al, 2005). En ensayos
electrofisioldgicos, la isoforma SCK1/HKT8 de lariealad relativamente halotolerart®na
Bokra, resultd ser mas activa en el transporte dea\tmavés de la membrana plasmatica, que
su equivalente de la variedad halosenddmehihiraki lo que sugiere que la mayor capacidad
de recuperacién de Néel xilema por SCK1/HKT8 en las plantasMiena Bokrarepresenta la
base de su halotolerancia. Inversamente, una megocentracion de Nan el xilema y hojas
se ha asociado a un aledKC1débil en la variedad halosensitd®shihiraki En conjunto,
estos resultados son consistentes con un transgeriéd facilitado en condiciones salinas,
particularmente con niveles bajos dg i apoyan el concepto de que los sistemas depers
ibnico y su capacidad de discriminacion entré Wa* son de relevancia fisioldgica para la
tolerancia salina del arroz. Se deduce tambiénagmecanismos que restringen el contenido
neto de N§ incluyendo el eflujo activo en la membrana plasradencargado de contrarrestar
la carga de iones, serian determinantes paradeatalia salina. Una evaluacion precisa de la
importancia relativa de SOS1 en la tolerancia aatiel arroz debe esperar a la disponibilidad
de mutantes nulos o lineas de interferencia de ARN.

En el curso de este trabajo hemos observado wesatete contraste en la actividad que
exhiben en la levadura dos versiones de la kinasarwz OsCIPK24, cuya Unica diferencia
estriba en la metionina de inicio de la transcépcidistanciadas entre si por Unicamente seis
residuos. La version de OsCIPK24 que inicia lagcapcion anteriormente en la UTR, y que
por lo tanto codifica una kinasa seis residuos ladm en el extremo aminoterminal, exhibe
una actividad practicamente nula en la activaciénadtiportador OsSOS1, tanto en su forma
truncada (OsCIPK24315) como en la version de longitud completa esqweia del regulador
OsCBL4. En cambio la version mas corta de la kirpsainicia la traduccion en el segundo
ATG a partir del extremo 5' del ADNc, y que portémto contiene seis residuos menos en la
regién aminoterminal de la kinasa, parece codificer kinasa funcional con una actividad muy
parecida a la de su homologo dgabidopsis SOS2, tanto en la version truncada
(OsCIPK24309), como la version completa en presencia de ©4CBs posible que estos

primeros seis aminoacidos modifiquen sustancialenehtplegamiento normal del dominio
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V. Discusion

kinasa blogueando con ello su actividad, tantoaekinasa completa en presencia de OsCBL4
como en la kinasa hiperactiva OsCIPK245. Aunque no disponemos por el momento de
datos experimentales que demuestren esta afirmaxgteafendmeno confirma la relevancia del
extremo aminoterminal de la kinasa en la funcidaalide los CIPKs pues ademas de regular la
especificidad de la interaccion con las proteindt (Kim et al, 2000) parece tener una
importancia critica en la actividad del dominiodga, a juzgar por la falta de actividad de la

proteina truncada OsCIPK2&315 que, en principio, seria independiente de OgICBL
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VI. Conclusiones

VI. CONCLUSIONES

1. El mecanismo de activacion del antiportadof/Nade ArabidopsisSOS1 por la kinasa
AtSOS2 consiste en la fosforilacion del residucseégna en la posicién 1138, aunque la serina
1136 forma parte del dominio de reconocimiento esancial para fosforilacion del extremo
carboxiterminal de la proteina SOSL1. La sustituciéruna o ambas dianas de fosforilacion por
residuos no fosforilables de alanina incapacitaichiod dominio para su reconocimiento y
fosforilacién por SOS2 y genera una proteina SQS1 una actividad antiportadora 4"

basal normal pero que no puede ser activada po2 SOS

2. El sistema SOS de halotolerancia descrito previtenem la especie dicotiledénea
Arabidopsis thalianasta conservado en la especie monocotiledOngza sativay cada uno de
los miembros que lo conforman presenta una hormeltai en ambos organismos, arroz y
Arabidopsis,que los hace funcionalmente intercambiables esitre La proteina de arroz,
OsSOS]codificada por el locus 0s12g44360 en el cromasiih es el homoélogo funcional
del antiportador N#H" de ArabidopsisAtSOS1. Los genes de arr@sCIPK24y OsCBL4son
respectivamente los homologos funcionales de lgejrkinasa SOS2 y del sensor de calcio
SOS3 deArabidospsis thaliana
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VIIl. ANEXOS

Anexo |. Oligonucleoétidos utilizados.

SloNYIAL:EINL IR 5'CACGGGTGGAATTGTGTTCCS

Oligo disefiado para anillar en la region del extréemminal deAtSOSJanterior al sitio de restriccion GniBamHly utilizado junto a
3'SOS1Xbal para amplificar el extremo carboxitelmhoompleto dtSOS1

SOS1Xhol-f 5'CGGTTACATTGAAAACCTCGAGAAZ’

Oligo disefiado para anillar en la region del extremrboxiterminal d&tSOSIdonde se localiza el sitio de restriccion unitml (incluido).

742BamHI-f 5'GAGGATCCTCGGTTGCTCTTCCTCCTGC3’

Oligo disefiado para anillar en la region del exoremrboxiterminal dAtSOSIcorrespondiente a la serina 742 y junto a 3'SO8LXb
998Xbal-r se ha empleado para amplificar los fragoecarboxiterminales daSOSIA742-1146 yA742-998 respectivamente. Afiade un
sitio de restricciorBamHL

998BamHI-f 5TCTATGGATCCCAGCTTCAGAGATCATTT3’

Oligo disefiado para anillar en la region del extremrboxiterminal d&tSOSIcorrespondiente a la glutamima 998 y junto a 3'B5®Aal se
ha empleado para amplificar el extremo carboxiteaii998-1146 dAtSOS1 Afiade un sitio de restricci@@amHL

5'SOS1PLN 5'CAGGATCCCCACTAAACCCAGCTCAA3Z’

Oligo disefiado para anillar en la region del extrearboxiterminal d&tSOSIcorrespondiente a la prolina 1073 y junto a 3'SA&1 Xe ha
empleado para amplificar el extremo carboxitermirif173-1146 dé&\tSOS1 Afade un sitio de restricciddamHL

998Xbal-r 5'GGTCTAGACTAATCAGAGCTTGAGCTACG3’

Oligo disefiado para anillar en extremo carboxiteahileAtSOS1incluyendo el codon de parada. Afiade un siticedgiccionXbal.

3'SOS1Xbal 5'GCTCTAGATCATAGATCGTTCCTGAAAAZ’

Oligo disefiado para anillar en extremo carboxiteahileAtSOSlincluyendo el codon de parada. Afiade un siticedg&iccionXbal.

SOS1A1Kpnl-r 5'CGGGGTACCTCATAGATCGTTCCTGAAAACGATTTTACTCGGagegTCG ATTCTCACAACGATTS3’

Oligo disefiado para anillar en extremo carboxiteahileAtSOSlincluyendo el codon de parada y aplicando la oapuntual S1136A.
Afade un sitidkpnl.

SOS1AZKpnl-r 5'CGGGGTACCTCATAGATCGTTCCTGAAAACGATTTTcgcCGGCGAATCG ATTCTCACAACGATTS’

Oligo disefiado para anillar en extremo carboxiteahileAtSOSlincluyendo el codon de parada y aplicando la oapuntual S1138A.
Afade un sitidpnl.

SIONYVEISOIE S 5'CGGGGTACCTCATAGATCGTTCCTGAAAACGATTTTecgcCGGegegTCG ATTCTCACAACGATTS

Oligo disefiado para anillar en extremo carboxiteahileAtSOSlincluyendo el codon de parada y aplicando lasoioies puntuales
S1136Ay S1138A. Afiade un sitipnl.

SIONYIMEZIGIIE N 5'CGGGGTACCTCATAGATCGTTCCTGAAAACGATTTTatcCGGatcATCG  ATTCTCACAACGATTS

Oligo disefiado para anillar en extremo carboxiteahileAtSOSlincluyendo el codon de parada y aplicando lasoioies puntuales
S1136D y S1138D. Afiade un siipnl.

SOS1CTSacl-r 5’ATGGGAGCTCTCATAGATCGTTCCTGAA3Z’

Oligo disefiado para anillar en extremo carboxiteahileAtSOSlincluyendo el codon de parada. Afiade un siticedg&iccionSacl
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RSOS1A 5'GCGTCGACAATCCATGGACAATCCCGAGGCGG3’

Oligo disefiado para anillar en el extremo aminoiteahdeOsSOSIncluyendo el codon de inicio.

RSOS1B 5'TGTGATAAAATTGGATCCAATGAATGCC3’

Oligo disefiado para anillar en la region@ESOSHonde se localiza el sitio de restriccién UrBeanHL Junto a RSOS1A se han utilizado
para amplificar el fragmento de la region codifteadeOsSOS1desde el nucledtido +1 al +2432) libre de inteone

OsBglll_f 5’AAATGGCAACACATGAGCTCAGGG3'

Oligo disefiado para anillar en la region del extrerarboxiterminal d©sSOSHonde se localiza el sitio de restriccion uricgil (incluido).

OsSOS1His6X-r 5TGAGCGGCCGCTCAGTGATGGTGATGGTGATGTCGATCAGCAGCGCT3

Oligo disefiado para anillar en extremo carboxiteahileOsSOS1desplazando el codon de parada para aplicaralaale seis histidinas.
Afade un sitidNotl.

OsCBLA4-f 5 TCGCCATGGGATGCGCGTCGT3

OsCBLA4-r 5 TATTTTCAGTCATGGGCTTCT3

Oligos disefiados para amplificar la secuencia wadlife completa d®@sCBL4(Entrada AK101368).

OsK24-f 5'GGCGGATGGGAGGGGAGGAGGY

OsK24-r 5'CCAGGCTAGCAT GTGGCTGTC3'

Oligos disefiados para amplificar la secuencia waglife completa d®sCIPK24(Entrada AK102270).

OsK24A315-r 5'CACCTAAAGAGGGCCACCATC3’

Oligo disefiado para anillar en la region del extrearboxiterminal d©sCIPK24que precede a la leucina 315 (relativa al inigided
transcripcion en la metionina +1), aplicando pasterente un codén de parada para producir el alel@nteOsCIPKA315(309)

OsM2-f 5'CGCGGATCCGCGGATGGCGGCGGGGAGGAT'

Oligo disefiado para anillar en el extremo aminoiteahtdeOsCIPK24 desplazando el inicio de la transcripcién a léionea en la posicién
+7.

OsStul-r 5TCCACAAG TTGTGTGAAGZ

Oligo disefiado para anillar en la region aminoteahideOsCIPK24donde se localiza el sitio de restriccion Grstal (incluido).

NPTII-f 5'GCGTTGGGTGGAGAGGCTAT3’

NPTII-r 5TAAAGCACGAGGAAGCGGTC3'

Oligos disefiados para amplificar un fragmento dz0pb del gemNPTII, responsable de la resistencia a kanamincina.

TUB4_f 5'GTCCAGTGTCTGTGATATTGCACCS

TUB4_r 5'GCTTACGAATCCGAGGGTGCC3!

Oligos disefiados para amplificar un fragmento di0~«# del gen de [BUB4deArabidopsisen los ensayos de integridad de las muestrag
ADN gendémico.

sos 1-1-f 5’ATTGCATCAGTTATTTGGCTCAAGT3'

sos 1-1-r 5'TACAAAGAGAATATCTTAGCACAGG3’

Oligos utilizados para la confirmacion de mutarsiesl-1de Arabidopsis tal y como se describe en el apartado 111.6.B.1.

sos 2-2-f 5'CTTTTCGTTATATTG3

S0s 2-2A-r 5'CAATTCCATCAAA CT3

So0s 2-2B-r 5'CAATTCCATCAAA AA3’

Oligos utilizados para la confirmacion de mutarsies2-2de Arabidopsis tal y como se describe en el apartado 111.6.B.2.
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sos 3-1-r 5'GTCTTTCCATTCATCTATATCGS'
sos 3-1A-f 5'GTTGCTTTCAAGTT ACGACAAA3Z’
sos 3-1B-f 5'GTTGCTTTCAAGTT GTACGATT3’

Oligos utilizados para la confirmacion de mutarsies3-1de Arabidopsis tal y como se describe en el apartado 111.6.B.3.

5'CATCGCAAGACCGGCAACAGGATTS’

Oligo disefiado para anillar en el terminal@Sy utilizado para secuenciar y/o amplificar inserti@sde el casete de expresion CaMVg59
NOSrer del vector binario pBI321.

5'CGGATTCCATTGCCCAGCTATCTG3'

Oligo disefiado para anillar en el promaBaMV35Sy utilizado para secuenciar y/o amplificar inserdiesde el casete de expresion
CaMV35SrNOSrer del vector binario pBI321.
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Anexo Il. Abreviaturas.

A Absorbancia

A/B Acrilamida/Bisacrilamida

ABA Acido Abcisico

Amp Ampicilina

AP Medio Arginina-Fosfato para el cultivo de levaduras
APS Persulfato amdnico

ATP Adenosina trifosfato

Bqg Bequerelio

BSA Albumina de suero sanguineo

BTP Tampdn Bis Tris-Propano

cDNA Acido desoxirribonucleico complementario
Ci Curio

CIP Fosfatasa alcalina de intestino de ternero
Col 0 Arabidopsis thaliana cv Columbia silvestre
CTAB Bromuro de hexadeciltrimetilamonio

DEPC Dietil pirocarbonato

DIC Disociacion inducida por colision

DNA (ADN) | Acido desoxirribonucleico

dNTP Deoxinucledsidos trifosfato (JATP+dCTP+dGTP+dTTP)
DO Densidad optica

DTT Ditiotreitol

EDTA Acido etilen-diamino tetracético

EEA Espectrometria de Emisién Atomica

EMS Etilmetano sulfonato

ROS Especies Reactivas de Oxigeng(8,0,, OH)
EST Expressed sequence tag

F Fluorescencia

FAO Food and Agriculture Organization

g gramo(s)

gll Arabidopsis thaliana mutante glabrous1
GST Glutation-S-transferasa

HEPES Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanosulfonico
IPTG Isopropil-b-D-tiogalactopirandsido

Kam Kanamicina

kb Kilobases

kDa Kilodalton

Km Constante de Michaelis-Menten

L Litro(s)

LB Medio Luria-Bertani para el cultivo de bacterias
LBK Medio Luria-Bertani Potasico

M Molar

m/z Relacién masa/carga

MES Acido 2-(N morfolino) etanosulfénico
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OPS Acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico

MS Medio Murashide-Skoog para el cultivo de plantas
MS-MS Espectrometria de Masas en Tandem

mV milivoltios

oligoT oligonucledtido de politiminas

ORF Marco abierto de lectura

PAR Radiacion fotosintéticamente activa

pb Pares de bases

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PEG Polietilenglicol

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonio

PTM Modificaciones post-traduccionales

QLT Quantitative trait loci

RNA (ARN) | Acido ribonucleico

RNAsa Ribonucleasa

r.p.m. Revoluciones por minuto

RT-PCR PCR de transcripcion reversa

SDS N-dodecil sulfato sédico

SDS-PAGE | Electroforésis con SDS-Poliacrilamida

SSC Tampon citrato sodico salino

T1 Primera generacién transgénica

T2 Segunda generacion transgénica

TAE Tampdn Tris-Acético-EDTA para electroforésis de ADN
TBE Tampon Tris-Borico-EDTA para electroforésis de ADN
T-DNA DNA de transferencia

TE Tampon Tris-EDTA

TEMED N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina

Tet Tetraciclina

Tm Temperatura media de anillamiento del oligonuctkpti
Tris Tampan Tris-(hidroximetil)-aminoetano

U Unidad de actividad enzimética

YNB Medio Yeast-Nitrogen-Basgara el cultivo de levaduras
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Prolina

Manitol OH

Sorbitol Glicil-betaina

Figura 1. Principales osmolitos responsables del mgenimiento del equilibrio osmotico y
de la proteccion de estructurasEn todos los casos la actividad osmoprotectoraith@ s
asociada a la acumulacion de estos metabolitostemss naturales o en plantas transgénicas.
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Figura 2. Principales sistemas detoxificadores de®S en plantas. (a)Ciclo agua-aguab)
Ciclo ascorbato-glutatior{c) Ciclo de la glutation peroxidasa (GPXgl) Ciclo de la catalasa
(CAT). La superoxido dismutasa (SOD) actia en lemgrma linea de defensa catalizando la
dismutacion el i6n superoxid@@). La ascorbato peroxidasa (APX), GPX y CAT actdan a
continacion detoxificando la molécula dgddproducida. En contraste con la CAd), la APX
y la GPX requieren la actividad del ciclo ascorbgltdation para regenerar el acido ascorbico
(AsA) o el glutation reducido (GSH) respectivamenteste ciclo emplea electrones
directamente desde el aparato fotosintéfaoo NAD(P)H (b, c) como poder reductor. Las

ROS se destacan en rojo, los antioxidantes enyamsd sistemas detoxificadores en verde.
Abreviaturas: DHA, dehidroascorbato; DHAR dehidomabato reductasa; Fd, ferredoxina; GR,
glutation

reductasa; GSSG, glutation oxidado; MDmonodehidroascorbato; MDAR,
monodehidroascorbato reductasa; PSI, fotosistentARX, ascorbato peroxidasa ligada al
tilacoide. (Mittler, 2002).
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Figura 3. Principales rutas de sefializacion en plaas durante el estrés abidtico. (IRuta de
sefalizacion osmdético/oxidativéll) Ruta de activacion de los genes de tipo LEARuta de
sefalizacién SOS. (Adaptado de Xiatal, 2002).
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Figura 4. Modelo de regulacion del sistema SOS dalotolerancia en la célula vegetalSe
desconoce si el exceso de'Na detectado extracelularmente o en el citosokysensores atin no
han sido identificados. No obstante se ha demastyad estrés por Ninduce un aumento de los
niveles citosolicos de Ca El Na penetra al interior celular a través de transpores que
podrian implicar a los canales no selectivos dmmas y/o a los transportadores de tipo HKT.
SOS3 es un sensor de’Cque porta un dominio de miristoilacion para sectionamiento a la
membrana plasmatica. La union de SOS3 al domirtmirgubitorio de SOS2 en respuesta a una
sefial de C3, suprime la inhibicién de la subunidad catalitita SOS2 y dirige al complejo
kinasa SOS2/SOS3 activado a la membrana plasmaélicale va a fosforilar al antiportador
Na'/H" SOS1, promoviendo asi la expulsion activa del exake sodio citosdlico. Abreviaturas:
EEC: espacio extracelular; EIC: espacio intracelula
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Figura 5. Modelo de distribucion del Nd en plantas deArabidopsis. La absorcion del Natiene
lugar inicialmente a nivel de las células epidéamiy corticales de la raiz. Pese a que adn se
desconoce la identidad exacta de los transportadorglicados en la absorcion de ‘Naatos
bioquimicos y electrofisioldgicos apuntan a la\adtid de los canales no selectivos de cationes
(NSCC). Cuando la salinidad es moderada, SOS1dnaaiargando sodio en el xilema de la raiz
para su distribucion controlada en la parte aéreaaimacenamiento en las células del mesofilo de
la hoja. En condiciones de estrés salino sever§1S4@tua retrasando la velocidad neta de descarga
de Nd del xilema foliar mediante su eflujo desde lasikeé del parénquima, para asi dar tiempo a
su compartimentacion vacular. HKT1 en cambio estdlicado en la descarga selectiva de sodio
desde los vasos del xilema hacia sus células paireaticas para su almacenamiento vacuolar y/o
su recirculacion floematica desde la parte aérearaiz, protegiendo de este modo al tejido foliar
del estrés salino.
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Figura 6. Representacion esquemética de la insercigpuntual del casete de expresion
PMA1:0sSOS1:ADH1 en el genoma deS. cerevisiae. El vector pDROsSOS1, libre del
marcador URA3 y del origen de replicacion en lathva 2U), es linealizado por restriccion
con Kpnl para obtener un segmento de ADN flanqueado en suskioemos por secuencias
correspondientes al promotBMAL (a). Dichas secuencias reconocen y se recombioan ¢
sus homologas en el genoma de la levadura, falitasi la insercion puntual del vector (b).
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Figura 7. Deteccion con quinacrina de alteracionesn el pH interno de vesiculas de membrana plasméatiae levadura.El fluoroforo quinacrina en su
forma desprotonada penetra en el interior de lascuias por difusion pasiva. Una vez dentro el pilicigenerado por la HATPasa de la membrana
plasmética de la levadura favorece su protonaciénbgiguiente dimerizacion, detectandose en coaeseizuun descenso en la medida de fluorescencia.
Cuando en presencia del antiportadoi/Na SOS1 el medio se suplementa con sodio, la entteldeation a favor del gradiente electroquimicovpoa un
descenso en el pH interno que favorece la desdiawdin de la quinacrina y un consiguiente aumento l& medida de la fluorescencia.
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Figura 8. Espectrometria de Masas en tandem (MS-MS).a proteina de interés purificada por
cromatografia SDS-PAGE se digiere con tripsina ynlazcla de péptidos resultante, previo
fraccionamiento cromatogréfico, se inyecta en peegsofotometro de masas. Tras su ionizacion, los
péptidos se separan en funcién de su masa (M*hgtiando posteriormente en la celda de colision,
donde tiene lugar su fragmentacion, a través decihdaces peptidicos, en iones de menor tamafio
(Disociacion Inducida por Colision). Estos iones sosu vez analizados en una segunda ronda de
espectrometria de masas (MS-2) para finalmentergene espectrograma conteniendo la informacion
referente a su secuencia peptidica.
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Figura 9. Acotamiento del dominio carboxiterminal & fosforilacion de SOS1 por la kinasa SOS2.
Fusiones translacionales a GST de los fragme(itpad41-1146,(2) A742-1146,(3) A742-998,(4)
998-1146 y(5) A1073-1146 del extremo carboxiterminal del antipbstaN&/H® de Arabidopsis
(AtSOS1) purificadas mediante cromatografia deiddinh se incubaron en tampoén de fosforilacion con
100 ng de la fusion GST:SOS2TB08, tal y como se describe en el apartado lll.8IEEuotas de las
reacciones de fosforilacion, incluyendo un consiol sustrato(0), se resolvieron por electroforésis
SDS-PAGE(A) y se autoradiografiaro(B). Las flechas indican las bandas correpondientéss a
fusiones purificadas. Adicionalmente se incluyécontrol con la fusion GST:SOS1@T073-1146(5)

en ausencia de SOS2, con objeto de analizar ebefeda desfosforilacion con CIP sobre el dobtkete
bandas observade).
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Figura 10. Fracciébn del espectrograma de masas caspondiente a los fosfopéptidos
IDSPXKIVFR, y HACQLPLKGES_STR. ElI analisis espectrofotométrico de la fusion
GST:SOS1CT(1073-1146) apunta a las serinas S1838 ¥0, incluidas en los péptidos IDB®VFR

y HACQLPLKGESSTRrespectivamente, como posibles dianas de fosf@tigmor SOS2T/D308.
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Figura 11. Conservacién del dominio de fosforilacid [1130]-VRIDSPSKI -[1141] entre los homdlogos
conocidos de AtSOS1 ThSOS1 Thellungiella halophitya CnSOS1 Cymodocea nodoya McSOS1
(Mesembryanthemum crystallinymLeSOS1 Kycopersicon esculentym PpSOS1 Rsycomitrella patens
0sS0OS10Qryza sativy, TaSOS1 Triticum aestivurh Las flechas rojas indican los residuos consavalt serina
1136y 1138.
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Figura 12. Fosforilacidén in vitro de los mutantes puntuales de fosforilacion SOS1S36A,
SOS1S1138A y SOS1S1136A/S1138Ausiones traduccionales a GST del fragmento cadroxinal
A441-1146 del antiportador darabidopsis (AtSOS1) silvestre (DSPS) y mutantes SOS1S1136A
(DAPS), SOS1S1138A (DSPA) y SOS1S1136A/S1138A (DAPArificadas mediante cromatografia
de afinidad, se incubaron en tampoén de fosforitacidn 100 ng de la fusibn GST:SOS2A8D8, tal y
como se describe en el apartado 111.8.E. Alicudtatas reacciones de fosforilacion, se resolvig@n
electroforésis SDS-PAGR) y se autoradiografiarofB). Calles:(0) SOS2T/IA308;(1) GST:SOSCT
A441-1146 silvestre(2) GST:SOSCTA441-1146 mutante S1136A3) GST:SOSCTA441-1146
mutante S1138A;(4) GST:SOSCTA441-1146 mutante S1136A/S113845) SOS2T/A308 +
GST:SOSCTA441-1146 silvestre(6) SOS2T/MA308 + GST:SOSCN441-1146 mutante S113647)
SOS2T/MA\308 + GST:SOSCN441-1146 mutante S113848) SOS2T/IA308 + GST:SOSCR441-
1146 mutante S1136A/S1138A.
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Figura 13. Caracterizacion funcional de los mutante no fosforilables SOS1-S1136A, SOS1-S1138A y
SOS1-S1136A/S1138A en presencia de la kinasa hiperea SOS2T/\308. Transformantes de levadura
AXT3K con el antiportador SOS1-S1136A/S1138A (DAPAOS1-S1138A (DSPA), SOS1-S1136A
(DAPS), y SOSL1 silvestre (DSPS), en presencia erais de la kinasa SOS2TAB08, se cultivaron en
medio YNB liquido hasta saturacion. Cinco microktide diluciones decimales seriadas se distribnyeno
placas de medio AP suplementado con 1mM de KC$ gdamcentraciones indicadas de NaCl, y se incubaron
a 28°C durante 3 dias. Los plasmidos utilizadoa [gaexpresion de las proteinas SOS son: pYPGE&, p
las distintas formas del antiportador SOS1; y pAB(para la kinasa hiperactiva SOS2A808.

156



IX. Figuras

SOSIWT

S081
$1136DiS1138D

SOS1WT
+8S082T/IDA308

AP1K AP1KI100Na

Figura 14. Caracterizacion funcional del mutante S@1-S1136D/S1138DTransformantes de
levadura AXT3K expresando el antiportador mutar®s$-S1136D /S1138D, que mimetiza el estado
fosforilado, o el antiportador silvestre SOS1WT, mesencia y ausencia de la kinasa hiperactiva
SOS2T/\308, se cultivaron en medio YNB liquido hasta satiégn. Cinco pL de diluciones
decimales seriadas se distribuyeron en placas dikomd® suplementado con 1mM de KCI y las
concentraciones indicadas de NaCl y se incuba28?@ durante 3 dias. Los plasmidos utilizados para
la expresion de las proteinas SOS fueron: pYPGRaE ambas formas del antiportador SOS1; y
p414GPD, para la kinasa hiperactiva SOS2B08.
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Figura 15. Complementacion del mutante déArabidopsis sosl-1 con el mutante puntual SOS1-
S1136A/S1138A. (APlantulas de cinco dias germinadas en MS se iiensfi a placas del mismo
medio suplementadas con 50 mM de NaCl y se fotagest transcurridos 10 dias de tratamiento
salino. Izquierda, dos lineas transgénicas indepeted de mutantessl-lexpresando AtSOS1 desde
el promotor 35S de virus del mosaico de la colifdentro, ocho lineas transgénicas independiertes d
mutantessosl-lexpresando el antiportador mutante SOS1-S1136A8841 bajo el control del mismo
promotor 35S. Derecha, linea transgénica mutsogé-1transformada con vector vacio pBI3ZB)
Cuantificacion del crecimiento en sal, expresadoada elongacion de la raiz primaria (cm) tras 10
dias de crecimiento en medio MS suplementado comBDde NaCl. Los valores representan el
promedio de la elongacion radicular de 3-6 plastita@ependientes de cada linea. Naranja, dos lineas
independientes de plantulas mutantssl-1 expresando AtSOS1 silvestre; Azul, ocho lineas
independientes de mutantess1-lexpresando el antiportador mutante puntual SOSB&GYE1138A,
Verde, mutantsosl-1transformado con vector vacio.
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Figura 16. Estudio comparativo de la halotoleranciale plantulas deArabidopsis mutantessos2-2 'y
transgénicas sosl-1 expresando el antiportador no fosforilable SOS1-IB6A/S1138A. (A)
Plantulas de cinco dias germinadas en MS se tri@nsfi a placas del mismo medio suplementadas con
50 mM de NaCl y se fotografiaron transcurridos ifsdle tratamiento salino. De izquierda a derecha,
silvestreColumbiagll; mutantesosl-lexpresando AtSOS1 silvestre desde el promoaV35S$ tres
lineas transgénicas independientes de mutasesl-1 expresando el antiportador SOS1-
S1136A/S1138A bajo el control del mismo promotorutamte sos2-2 (B) Cuantificacion del
crecimiento en sal, expresado como la elongacidia d&iz primaria (mm) tras 10 dias de crecimiento
en medio MS suplementado con 50 mM de NaCl. Losrgalrepresentan el promedio de la elongacion
radicular de 3-6 plantulas independientes de daéa.l Verde, silvestre Col 0; Naranja, mutausl-1
expresando AtSOS1 silvestre; Azul, tres lineassgénicas independientes de mutargesl-1
expresando el antiportador SOS1-S1136A/S1138A;,Rajmantesos2-2

Elongacién Raiz (mm)
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Figura 17. Andlisis filogenético de los homo6logosedSOS1 de varias especies de plantéa) Alineamiento de

las secuencias aminoacidicas de las proteinas S@%tabidopsis(secuencia superior) @ryza (secuencia
inferior) realizado con el programa CLUSTAL-X (Thpsonet al, 1997). Los residuos idénticos se destacan en
negro. Los segmentos subrayados (TM1-TM12) se sporelen con 12 segmentos transmembranales que se
predicen para el intercambiador SOS1 mediante &lisis bioinformatico de hidrofobicidad. Las posites
marcadas con asteriscos indican la situacion dimfiases no procesados eliminados de la secudechDNCc de
0sS0OS1(B) Arbol filogenético representativo de las distan@aolutivas mediante alineamiento de los péptidos
homélogos de SOS1 de varias especies vegetalghaliAna Acc. E84431, O. sativa Acc. C71771,
Physcomitrella patensAcc.CAD91921, Cymodocea nodosaicc. CAD20320, Thellungiella halophila y
Mesembryanthemum crystallinwsadidospor PoroykoV. y Bohnert H.).
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Figura 18. Activacion de OsSOS1 por el complejo kasa SOS2/SOS3 deérabidopsis. (A)
Transformantes de levadura AXT3K o con la combidradndicada de genes SOS (1, OsSOS1; 2,
AtSOS2; 3, AtSOS3) se cultivaron en medio YNB lépuhasta saturacion. Cinco pL de diluciones
decimales seriadas se distribuyeron en placas deA® suplementado con 1mM de KCly 100 6 200
mM de NaCl, y las placas se incubaron a 28°C der8ntlias. Los plasmidos utilizados para la
expresion de las proteinas SOS son: pDR195 par@8EPFL2T para AtSOS2, pFL3T para AtSOS3
y pFL32T para la co-expresion de AtSOS2 y AtSO@. El contenido intracelular de Nase
determiné mediante Espectrometria de Emision Atamigansformantes de levadura AXT3K con
vector vacio (0) o con la combinacion indicada deeg SOS (1, OsSOS1; 2, AtSOS2; 3, AtSOS3) se
crecieron en medio AP suplementado con 1mM de K& ynM de NaCl, y cuando la R§m~0,2-

0,3 se recolectaron por filtracion. Los valoresespntados son el promedio de las medidas readizada
a tres cultivos independientes de cada combinad®rgenes SOS. Las unidades se expresan en
nanomoles de Naor miligramo de peso seco de células.
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Figura 19. Determinacion de la pureza de la prepa@oén de vesiculas membrana plasmaticda
pureza de la preparacion de membrana plasmatitavddura (fase inferior y superior) se cuantificd
mediante la medida de la actividad ATPasa en peesele inhibidores, como se describe en el apartado
111.8.G.1. El vanadato (V) es un inhibidor especifico de ATPasas de tipcoRo la proton ATPasa

de membrana plasmatica. El nitrato (Nd8hibe a las ATPasas de tipoV, como las vacus|daeazida
(N3) inhibe a las ATPasas de tipo FO/F1, como las auitdriales. El molibdato (Mod) es un
inhibidor inespecifico de fosfatasas y se usa padacir el fondo de liberacioén de fosfato que no se
deba a ATPasas.
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Figura 20. Actividad antiportadora Na'/H* de OsSOS1(A) Formacion dependiente de ATP de un gradiente dempiesiculas de membrana plasmatica
aisladas de células de levadura expresando ebaatijpr de arroz OsSOS1. Tras la adicion de ATjraduce un gradiente de pApH), &cido en el interior de las
vesiculas (flecha 1). Una vez alcanzado el estathrienario se afadieron sales de sodio (flecha&)aumento de la fluorescencia observado (indizatel
intercambio de H se monitorizé durante 2 minutos, tras los cualegradiente de pH se interrumpié por la adicion28emM (NH,),SO, (flecha 3). La
fluorescencia se expresa en unidades arbitrgBadntercambio N¥H" en funcién de la concentracion de,8i@,y de la presencia de OsSOS1 y del complejo
kinasa deArabidopsisSOS2/SOS3. Circulos, transformantes AXT3K con weeszio pDR195; Cuadrados, transformantes AXT3Kresgndo OsSOS1 solo;
Rombos, transformantes AXT3K expresando las tresefiras SOS (0OsSOS1, AtSOS2 y AtSOS3). El intermamb’/H™ se expresa como la disipacion del
gradiente preformado de pH por minuto y miligran@optoteina de membran@) Especificidad del intercambio de protones indugido N&. El ion N& se
afadié a una concentracion final de 75 mM comasulifbarras grises) y como gluconato (barras ngdras valores representan el promedio de la digipedel
ApH por minuto y miligramo de proteina de membraeamuestras triplicadas.
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Figura 21. Fosforilacion de OsSOS1 por la kinasa d8OS2Arabidopsis. Las proteinas recombinantes OsSOS1,
AtSOS2 (etiquetadas con histidinas) y AtSOS28308 (fusionada a GST) se aislaron por cromatogmdéia
afinidad y la pureza de las preparaciones se ensagtiante el desarrollo en un gel SDS-PAGE de atésude
los cuatro primeros eluatos (1 a 4) de purificadl@h Se indican las bandas correspondientes a lasipast
0OsSOS1:His6x (128 kDa), AtSOS2:His6x (52 kDa) y GSDS2T/MA308 (60 kDa). A la izquierda se marcan las
referencias de la escalera de pesos molecul@gkas proteinas purificadas se combinaron comodiedren el
buffer de fosforilacion, tal y como se describe reateriales y métodos (Apartado 111.8.E.). Alicuotdes las
reacciones de fosforilacion se resolvieron portedéaresis SDS-PAGE y se autoradiografiaron. LaHteindica

la banda de 128 kDa correspondiente al antiportdda@rroz OsSOS1 fosforilado.
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AtSOS1 0OsS0OS1 vector

Peso fresco (mQ)

MS 65 mM NacCl

Figura 22. Complementacion del mutante deArabidopsis sosl-1 por el antiportador de arroz
0OsSOS1. (A)Plantulas de cinco dias germinadas en MS se transfi a placas del mismo medio
suplementadas con 50 mM de NaCl y se fotografigranscurridos 14 dias de tratamiento salino.
Izquierda, mutantsos1-lexpresando AtSOS1 silvestre desde el promotord@58rus del mosaico de
la coliflor. Centro, cinco lineas transgénicas petalientes de mutantessl-1 expresando el
antiportador de arroz OsSOS1 bajo el control dedmmi promotor 35S. Derecha, mutasesl-1
transformado con vector vacio pBI3ZB) Cuantificacién del crecimiento en sal, expresadoacel
peso fresco (mg) tras 14 dias de crecimiento enod8 suplementado y sin suplementar con 65 mM
de NaCl. Los valores representan el promedio deb fresco de 3-6 plantulas independientes de cada
linea. Rojo, mutantsosl-1transformado con vector vacio pBI321; Verde, diaeas transgénicas
independientes de mutantss1-lexpresando el antiportador de arroz OsSOS1; Negrtantesosl-

1 expresando el antiportador AeabidopsisAtSOS1.
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Figura 23. Abundancia del transcritoOsSOSL1 en respuesta al estrés salin®NA total purificado de
raices y parte aérea de plantas de arz/z@ sativacv Nipponbaré sometidas a un choque salino con
100 mM NaCl en medio hidropénico durante 0, 3, 188yhoras, se resolvid en un gel de agarosa-
formamida y se hibridé con una sonda especificaa fasSOS1. Las intensidades relativas se
normalizaron por re-hibridacién de la membrana woa sonda de ADN correspondiente al fragmento

de 18S del ARN ribosomal.
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Figura 24. Alineamiento de secuencias de AtSOS3 ysOBL4-7-8 (A) y cladograma de la familia de CBLs
de A. thaliana y O. sativa (B). Los residuos conservados en las tres isoformaslacidn a AtSOS3 se destacan
en negro. Los residuos conservados aunque no en tas isoformas se destacan en gris. El segmearicado
con una doble linea indica la secuencia consend¢meistoilacion (MGXXXS) y la flecha apunta alsiduo de
glicina donde presumiblemente se une el radicaktito. Los segmentos subrayados y resaltadosremilio
EF1 a EF4 indican los dominios putativos EF-hasgpaoasables de la unién a’Ca
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AtSOS1, SOS2, SOS3
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Figura 25. Interacciones funcionales entre las prefnas SOS dé\rabidopsis y sus equivalentes de
arroz. Las cepas de levadura YP890, portando integrado cebete de expresion
PGK1prgAtSOS1:CYCier (A, C), YP1021, con la integracién analoga PMAJOsSOS1: ADH%er

del ADNc de SOS1 de arrg®) y AXT3K transformada con el plasmido pSOS1-1 parexpresion de
AtSOS1(B) se transformaron con vectores para dirigir laesign de las proteinas regulatorias SOS2 y
SOS3 deArabidopsiso CIPK24 y CBL4 de arroz, como se indica en cada cCIPK24309 alberga
una delecion carboxiterminal que origina una kinemastitutiva. Los transformantes de levadura se
cultivaron en medio YNB liquido hasta saturacionno8 pL de diluciones decimales seriadas se
distribuyeron en placas de medio AP suplementado IouM de KCIl y 200 mM de NaCl, y se
incubaron a 28°C durante 3-4 dias.
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Figura 26. Complementacion del mutante deArabidopsis sos3-1 con el sensor de arroz OsCBL4. (A)
Plantulas de cinco dias germinadas en MS se trinsfi a placas del mismo medio suplementadas 86miM
de NaCl y se fotografiaron transcurridos 10 diagraimmiento salino. Izquierda, dos lineas sihess{Col0gl1)
transformadas con vector vacio pBI321. Centro, aciliceas transgénicas independientes de mutaoEs-1
expresando el sensor de arroz OsCBL4 bajo el dod&lopromotor 35S de virus del mosaico de la tmlif
Derecha, dos lineas transgénicas independientesutitessos3-1transformados con vector vacio pBI3ZR)
Cuantificacion del crecimiento en sal, expresadmada elongacion de la raiz primaria (mm) tras i@sdle
crecimiento en medio MS suplementado con 100 mMNd€Il. Los valores representan el promedio de la
elongacion radicular de 3-6 plantulas independgedeecada linea; Naranja, dos lineas independidatesitantes
so0s3-1 transformados con vector vacio pBI321. Verde, @ilineas independientes de mutanses3-1
expresando el sensor de arroz OsCBL4; Azul, dosasinindependientes de plantulas silvestf@slO( gl)
transformadas con vector vacio pBI321.
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Figura 27. Alineamiento de secuencias de AtSOS2 y OsCIPK24 (#&)cladograma de la familia de kinasas
CIPK de A. thaliana y O. sativa (B). Los residuos conservados se destacan en negrflethas grises apuntan a
los dos residuos alternativos de metionina (M1 y) Millizados para el inicio traduccional del ADNe d
OsCIPK24. Solo la proteina corta, con el inicioMn, resulté ser activa en los ensayos funcion&éslominio
NAF/FISL de unién a CBL se subraya. La flecha negmanta a la posicion de la deleccion carboxiteair({in308
en AtSOS2; L309 en OsCIPK24) que resulta en unaskirtonstitutivamente activa e independiente de. CBL
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Figura 28. Complementacion del mutante deArabidopsis sos2-2 con la kinasa de arroz
OsCIPK24. (A) Plantulas de cinco dias germinadas en MS se ifi@ansfi a placas del mismo medio
suplementadas con 75 mM de NaCl y se fotografiiranscurridos 10 dias de tratamiento salino.
Izquierda, dos lineas silvestres (Cal) transformadas con vector vacio pBI321. Centrocai
lineas transgénicas independientes de mutant2expresando la kinasa de arroz OsCIPK24 bajo
el control del promotor 35S de virus del mosaicolaleoliflor. Derecha, dos lineas transgénicas
independientes de mutantegs2-2transformados con vector vacio pBI3ZB) Cuantificacion del
crecimiento en sal, expresado como la elongacida iz primaria (mm) tras 10 dias de crecimiento
en medio MS suplementado con 75 mM de NaCl. Lo®sregal representan el promedio de la
elongacién radicular de 3-6 plantulas independfedéecada linea; Naranja, dos lineas independientes
de mutantesos2-2 transformados con vector vacio pBI321. Verde, @iliceas independientes de
mutantessos2-2 expresando la kinasa de arroz OsCIPK24; Azul, diesat independientes de
plantulas silvestresJol0 gl]) transformadas con vector vacio pBI321.
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Figura 29. Modelo de activacion del antiportador SG1 deArabidopsis. En el estado basal, SOS1 se
encuentra autoinhibido por la interaccion entre dosiinios carboxiterminales de activacion e
inhibicion. Cuando una sefial de calcio promuevidimacién del complejo kinasa SOS2/SOS3 y se
produce la fosforilacion del residuo de serina 1&88&I dominio autoinhibitorio de SOS1, un cambio
conformacional tiene lugar en el antiportador giberh al dominio activador de la interaccion y
promoviendo de este modo el eflujo de'Na
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X. Tablas

CEPA

XL1 blue

GENOTIPO REFERENCIA

recAl endAl gyrA96 thi hsdR17 supE44 relAl

Bullock et al, 1987
lac {F' proAB lad® ZDM15Tn1((tetR)}

XL10 gold

Tet A(mcrA)1834(mcrCB-hsdSMR-mrr)173
endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl Hte Stratagene
[F' proAB lacfzam15 Tn10(Tet) Amy Cani)?

ER2925

ara-14 leuB6 fhuA31 lacY1 tsx78
glnVv44 galK2 galT22 mcrA dcm-6
hisG4 rfbD1 R(zgb210::Tn10)TetS NewEngland Biolabs
endA1l rpsL136 dam13::Tn9 xylA-5
mtl-1 thi-1 mcrB1 hsdR2

BL21

hsdS galAclts857ind1 Sam7 nin5 lddV5-T7

genel

Studieretal., 1986

Tabla 1. Estirpes bacterianas utilizadas.
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Componentes Inorganicos (mg/L)

Macronutrientes Micronutrientes
NH;NO;  1650.0 H3BO3 6.2
CaCl 332.2 CoC)-6H,0 0.025
MgSOy 180.7 CuS®@5H,0 0.025
KNO3 1900.0 Nax-EDTA 37.26
KH,PO, 170.0 FeSQ7H,O 27.8
MnSQ;-H,O 16.9
NaMoO,4-2H,0 0.25
Kl 0.83
ZnSQ-7H0 8.6
Mio-Inositol 100.0
A. Nicotinico 1.0
Piridoxina-HCI 1.0
Tiamina-HCI 10.0

Tabla 2. Composicion del medio MS(1X) para el crecimietiegplantas.
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X. Tablas

Vectores de Clonaje

Vector Referencia Replicacion Marcador Usos

pBluescript Il SK (+/-) Stratagene Bacterias Ampicilina Conservacion y replicacion de genes y fragmentd3nia.
pCR®2.1 Invitrogen Bacterias Ampicilina/Kanamicina

pCR®Blunt Il TOPO  Invitrogen Bacterias Kanamicina

Vectores de Expresion

Vector Referencia Replicacion Marcador Promotor/Terminador  Usos

pPGEX2TK GE healthcare Bacterias Ampicilina tac Expresién en bacterias de proteinas
de fusién a GST.

PEG(KT) Mitchellet al, 1993 Levaduras (multicopia)/Bacterias ~ URA3/Ampicilina CYC1 Expresion en levaduras de proteinas
de fusién a GST.

pDR195 Rentscht al, 1995 Levaduras (multicopia)/Bacterias ~ URA3/Aniipia PMAVADH1 Expresion ers. cerevisiagle genes

pYPGE15 Brunellet al, 1993 Levaduras (multicopia)/Bacterias ~ URA3/Anipia PGKYCYC1 exogenos.

p414GPD Mumbergt al, 1995 Levaduras(monocopia)/Bacterias ~ TRP1/Anipgil GPDICYC1

pFLT Quinteroet al, 2002 Levaduras(monocopia)/Bacterias ~ TRP1/Amipgil ADH1y/o PMA1

Vectores Binarios

Vector Referencia Replicacion Marcador Promotor/Terminador  Usos
pBI321 Martinez-Atienzat al, Plantas/Bacterias Kanamicina CaMV358N0S Expresion estable en plantas de
2006 Arabidopsisde genes exdgenos

mediante transformacion cén
tumefaciens

Tabla 3: Vectores utilizados.
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X. Tablas

Genotipo Clal Nae |
S1136A/S1138A } +
S1136A B} -
S1138A + +
S1136D/S1138D + -
Silvestre + }

Tabla 4: Restriccion enzimatica especifica de los mutantesuales de fosforilacion.
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