Relaciones estructura-funcion del sensor
de Ca’* SOS3 de Arabidopsis thaliana

Memoria que presenta: Elena Garcia Martin

para optar al titulo de Doctora en Ingenieria Agrénoma

Junio 2017






Relaciones estructura-funcién del sensor de Ca’*
SOS3 de Arabidopsis thaliana

Visado en Sevilla, a ....... (o [T de 2017

LOS DIRECTORES

Dr D. José Manuel Pardo Prieto Dr. D. Francisco Javier Quintero Toscano

Profesor de Investigacion Cientifico Titular del CSIC

EL TUTOR

Dr. D. José Maria Romero Rodriguez

Catedratico de Bioquimica Vegetal y Biologia
Molecular de la Universidad de Sevilla






DOCTOR D. JOSE ENRIQUE FERNANDEZ LUQUE, DIRECTOR DEL INSTITUTO DE
RECURSOS NATURALES Y AGROBIOLOGIA DE SEVILLA DEL CONSEJO SUPERIOR DE
INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

Certifica: Que la presente Memoria de Investigacion titulada “Relaciones estructura-funcion del
sensor de Ca”* SOS3 de Arabidopsis thaliana”, presentada por DiAa. Elena Garcia Martin para
optar al grado de Doctora en Ingenieria Agrénoma, ha sido realizada en el Departamento de
Biotecnologia Vegetal, bajo la direccion de los Drs. D. José Manuel Pardo Prieto y D. Francisco
Javier Quintero Toscano, reuniendo todas las condiciones exigidas a los trabajos de Tesis

Doctorales.

En Sevilla, a ...de .................... de 2017






El presente trabajo se ha realizado en el marco de los proyectos BIO2009-
08641 y BFU2012-35060 del Plan Nacional de I+D+i, dentro del Programa Nacional

de Formacién de Personal Investigador.






Agradecimientos

En primer lugar quiero dar las gracias a mis directores de tesis por el tiempo dedicado a
ella y por ofrecerme sus conocimientos. A José Manuel por confiar en mi y permitirme realizar
la tesis en su laboratorio. A Javier, por su paciencia conmigo, que ha sido mucha, por su apoyo
y por todo lo que he aprendido en estos afios, practicamente todo lo que sé de genética y

biotecnologia se lo debo a él.

Quiero dar las gracias de forma especial a Irene, por ser un referente para mi en este
laboratorio, por el tiempo dedicado durante los dos primeros afios y por darme la base sobre la
que se ha construido este trabajo. A Zaida, porque su ayuda con las imagenes del confocal ha
sido imprescindible en esta tesis y por su hospitalidad en Heidelberg. A Raul, por tu buen

humor, por tu ayuda y por tu aportacion a esta tesis.

A Eduardo, Imelda, Beatriz y M? Angeles por vuestra disponibilidad siempre que he

necesitado vuestra ayuda.

A Anna y Javi por aportar ese punto de alegria. A José Ramén, mi “hermano de tesis”
porque aunque con puntos de vista muy diferentes siempre he sabido que habia alguien capaz
de entenderme. A Paula, Fran y Belén, por traer el aire fresco que tanta falta hacia y que
cambié todo. Gracias a todos por los buenos momentos dentro y fuera del laboratorio, que

espero que sigan siendo muchos.

A Irene y Pili por hacer mas agradable mi estancia en el centro. A Paloma, Marta y
José Maria, porque aunque no hemos compartido laboratorio, vuestra amistad es lo mejor que

me llevo de mi paso por el IRNAS.

A mis padres, por recordarme que el esfuerzo siempre merece la pena y por vuestro

apoyo en todo. A Vera y Alegra, por vuestra alegria y por tanto amor.

Finalmente esta tesis es por y para Javi. Mas que agradecerte deberia pedirte perddén
por tantos malos ratos. Por fin se cierra una etapa y empieza una nueva que seguro sera

mucho mejor. Gracias por ser siempre la mejor parte de mi vida durante estos 15 afos.

Gracias a todos, porque a todos os pertenece una parte de este trabajo.






iNDICE

L INTRODUCCION ..ot es e naean e 17
1. El problema de la salinidad en la agricultura ..o 17
2. Efectos producidos por el estrés salino sobre las plantas .............oocooiiiiiiiie 18

2.1, ESIrES OSMOLICO ...ceiiiiiiiii it 18
2.2, TOXICIAAA I0MICA....ceeiuteeee ettt ettt e e st e e aab e e e e sareeeeeaaes 19
2.3, ESIrés OXidatiVO ...cceeiiiiiie e 20
2.4. Efectos secundarios del estrés salinO..........ccooiuiiiiiiiiiiiiiii e 20
3. Respuestas adaptativas de las plantas frente al estrés salino ............ccc.coooeviiiiiiiiiiin, 21
3.1. Adaptaciones a NIVel CEIUIAT........cccooie e 21
3.1.1. Regulacion de [a hOmeostasis .......ccooeeeeeieie e 21
3.1.2. Respuesta al estrés oxXidatiVo ......cccooieieieieie e 22

3.2. Adaptaciones de la planta completa ..o, 25
3.2.1 Regulacion del transporte de Na™ ...........cccoooiiioeieeeeeeeeceeee e 25
3.2.2. Adaptaciones MorfolOGICAS ..........uvviiiieiiiiiiiiiee e e e e e 26
3.2.3. Regulacion del crecimiento de la planta ... 27

4. Transduccioén de sefales en respuesta a la salinidad ............ccccooiiiiiii s 28
4.1. Sensores del Strés SAlN0 ........oouiiii i 28
4.2. MeNSaJeros SECUNTANIOS ........ciiiiuiiieiiiiiiee ittt e ettt e ettt et e e sbb e e e s rbe e e e e anbeee e sanneeeeens 29
4.3. Rutas de senalizacién mediante cascadas de fosfoproteinas............occcceieiiiiiiine 30
4.3, RULA MAPKS ...ttt et ettt ee e nae e eeee e 30
4.3.2. RULA CDPKS ...ttt ettt ettt e s e e st eeneeemeeeteenneeeneeaneeenneens 31
4.3.3. RULA CBL/CIPKS......eiiieiee ettt ettt et e et e e e eneeeneeeeeee e 33

5. El transporte iOnico €n 1as Plantas .........cccocooiiiii e 38
5.1. Regulacion del transporte y distribucion de Na™ ..........cccooiovieeeeieeieeeeeeeeee e 40
5.1.1. ADSOICION I N ...ttt 40
5.1.2. Acumulacion de Na™ en 1a Vacuola...............cccccucueueueueeeuieiceeeeeeeeeeeeeee e, 43
5.1.3. Expulsion y transporte de Na” a larga distancia ............ccccooeeveeeeieeeeeceeeeeeeee, 46

B. SISTEMA SOS ... e e s 48
6.1. El antiportador Na'/H" de membrana plasmatica SOS1: Filogenia y caracteristicas.. 48
6.2. Funcionamiento y regulacién del sistema SOS en el transporte de Na™ ..................... 50
6.3. Otras funciones de los genes SOS en la homeostasis iOnica ..........ccccccoeeecvviieeeeeennns 54
6.4. Sobreexpresion de los genes SOS en la mejora de la tolerancia a salinidad ............. 55

6.5. Otras funciones de las proteinas SOS en la tolerancia a estrés salino: Su papel en el
desarrollo radiCular..............ooo 56



L OBUETIVOS e s 61

1. MATERIALES Y METODOS ..ottt n e 65
M. 1. Material DIOIOGICO .........eiiiiiiiiie et 65
Y == Tod (=T =T TP SO PPPRPRP 65
M.1.1.1. Cepas de bacterias utilizadas ...........cccueeeeeeiiiiiiiiii e 65
M.1.1.2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento ...........cccccouueenmieenennninnninnnennnnn. 65
.12, LEVAAUIAS .....coiiiiiiii ettt e e e s e e e 67
M.1.2.1. Cepas de levaduras utilizadas .............ccceeeeiiiiiiiiiiiii e 67
M.1.2.2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento ...........ccccceeuvemmmernnenninnnnnnnnnnnnn. 68
M.1.3. Material VEGELal ..........uuiiiiiiiiiiii s 70
M.1.3.1. Arabidopsis thaliana ..................uuuuuuuuununiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeaneaeaaeeeeaanneaeeeeaenaannane 70
M.1.3.2. Nicotiana benthamiana..................cccceeiueiiie it 72

M.2. Purificacion y analisis de ADN ... e 73
M.2.1. Purificacion de ADN ... 73
2t I I = =T =T - T PSPPSR 73
ML2.1.2. LEVAAUIA....cciiitiiie ittt et e e s ea bt e e s bt e e e e areeeeeaae 75
M.2.1.3. Arabidopsis tRaliana ..................uuuuuuuuunueiiiiiiiiiiiieiiiiiiieeeeeeaeaeaeaeaaneaneaeeaeaenaaanane 75
M.2.2. Cuantificacion de ADN ..........ooo i 76
M.2.3. Precipitacion del ADN ...........u i eeeeeeeneaeeaneseenaeesenesnnnnsennnnnnnnns 76
M.2.4. Electroforesis de ADN en geles de agaroSa ...........c.eeevveeeeiiiiiieieeeeeceiieeee e 76
M.2.5. Extraccion de fragmentos de ADN de geles de agarosa..........cccceeeeeeveciiieeeeeeeeens 76
M.2.6. Manipulacion enzimatica del ADN ............uuuiiiiiiiiiiiiiiee e 77
M.2.6.1. Digestidn del ADN con enzimas de restriCCion ..........cccccccveveinnninniieenns 77
M.2.6.2. Defosforilacion de los extremos 5 del ADN.........cccocviiiiiiiniieniec e 77
M.2.6.3. Generacion de extremos romos del ADN .........cccceiiiiiiiiciiciiee e 77
M.2.6.4. Ligacion de fragmentos de ADN ..........oooiiiiiiiiiiiii e 77
M.2.6.5. Amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR con Taq polimerasa...... 77
M.2.6.6. Amplificacion mediante PCR con ADN polimerasa de alta fidelidad ................ 78
M.2.6.7. Mutagénesis dirigida mediante PCR ... 78
M.2.6.8. Reacciones de SECUENCIACION ..........ccciiiiiiiiiiiiie e 78

M.3. Purificacion y analisis de RNA ... s 79
M.3.2. Electroforesis de RNA ... ... 79
M.3.3. Cuantificacion de RNA ... ... e 79
M.3.4. RT-PCR ...ttt bttt b e sb et eh ettt e bt e sbeesbeesnne st 80
M.4. Purificacion y analisis de proteinas de levaduras ...........cccccvveeeeeieiiicciieeec e 80
M.4.1. Electroforesis monodimensional de proteinas ..........ccccccoeeecviiieieeeeecccciieeeee e 81
M.4.2. Tincion de geles SDS-PAGE con Coomassi€...........uuveeveieiiiiiiiiiiiieee e ccsiiieeee e 82

M.5. Transformacion de los distintos organismos utilizados.............cccccoovviciiiieiic e, 83



M.5.1. Transformacion de DACIEIHAS...........cooiiueiieee e 83

M.5.1.1. Preparacion de células competentes ...........ooooiiiiiiiii i 83
M.5.1.2. Transformacién de células competentes ... 84
M.5.2. Transformacion de [eVadUuras............cccceoueiiiiiiiieeie e 84
M.5.3. Transformacion de plantas..........ccccooiiiiiiii e 85

M.5.3.1. Obtencion de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana mediante infeccidn
(ot g I AV (0 1= = Tod 1= 1 TR 85

M.5.3.2. Transformacion de Nicotiana benthamiana mediante infiltraciéon con

Agrobacterium tUMETACIENS ..............ccoiiii i 87
M.6. Ensayos de crecimiento €n 1eVadura ............coovvvviviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 88
ML7. SIiStEM@ SRS ... e 88
M.8. Caracterizacion fisiolégica de plantas de A. thaliana..............cccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiee . 89
M.8.1. Ensayos de crecimiento en medio SaliNO.............uuuuiiiiiiieiiiiiiiiiieeaeeees 89
M.9. Ensayos de localizacién subcelular mediante fusion a la proteina GFP ....................... 89
M.10. Complementacion bimolecular fluorescente (BiFC).........cccooiieiiieiiiiciiieeee e 90
M.10.1. Complementacion bimolecular fluorescente (BiFC) en plantas............ccccccceeeneee. 90
M.10.1.1. Plasmidos para BiFC de plantas...........ccccooooiiiiiii e 90
M.10.1.2. Infiltracion de Nicotiana benthamiana ................cccccccoveiiiiiiniiciiiee s 91
M.10.2. Complementacion bimolecular fluorescente (BiFC) en levaduras..............c.......... 92
M.10.2.1. Plasmidos para BiFC de levaduras..........cccooooiiiiiiiiiieiieeee e 92
M.10.2.2. Transformacion de levaduras para BIFC ... 92
M.11. Analisis de los acidos grasos mediante cromatografia de gases............ccccevviieeinnnen. 93
M.12. Herramientas INfOrMA&tICAS ..........ooiiiiiiiiii e 94
V. RESULTADOS ...ttt ettt b et h ettt et e bt e s bt s ae e eat e e be e sheesbeesnnesnne s 97
CAPTTULO Lottt 97
R.1. El sensor de Ca** SOS3 interacciona con el transportador de Na" SOS1 ..................... 97
R.1.1. Interaccion de SOS1 con SOSI ........ooiiiiiiiiiie e 97
R.1.2. Localizacion de la interaccion SOS1 con SOS3.......cccoveiiiiiiieenieeneeeeee e 102
R.1.3. Especificidad de la interaccién SOS1/SOS3. Interaccién con otras proteinas CBL
........................................................................................................................................... 106
R.1.4. Caracterizacion funcional en S. cerevisiae de la interaccion SOS1y SOS3......... 109
R.1.5. Caracterizacion funcional in planta de la interaccién SOS1/SOS3..........ccccceee. 111
CAPTTULO ottt 114
R.2. Modificaciones postraduccionales de SOS3 ... 114
R.2.1. Acilacién y dominio de poli-Lisinas de SOS3 ... 114
R.2.2. FOSforilacion de SOS3...... ..o 116
R.3. Consecuencias funcionales de las modificaciones postraduccionales de SOS3 ......... 117
R.3.1. Caracterizacion funcional en S. cerevisiae de los alelos mutantes de SOS3........ 117

R.3.2. Caracterizacion funcional en A. thaliana de los mutantes de SOS3...................... 119



R.3.3. Localizacion subcelular de SOS3 y sus versiones mutantes ...........coooccceeneeennn. 122

R.3.3.1. Localizacion subcelular de fusiones SOS3:GFP..........cccociiiiiiiiiiiieiiiiieee 122
R.3.3.2. Localizacion de SOS3 membrana plasmatica; ensayos SRS...........c.ccceeee. 127
R.3.4. Analisis de la formacién del complejo SOS2/SOS3 .........cooocciiiiieiee i 128
R.3.5. Analisis de la interaccion de SOS3 Yy SOST ..o 130
CAPTTULO Ittt 133
R.4. Localizacion nuclear de SOS3; sefiales NES..........cccoociiiiiiiiii e 133
V. DISCUSION ..ottt 139
D.1. SOS3 interacciona directamente con SOS1 al comienzo de su regiéon C-terminal citosdlica
................................................................................................................................................... 139
D.2. Las modificaciones postraduccionales determinan la localizacion subcelular y la funcién de
ST 1 PSS PURURRRN 142
D.3. Presencia de secuencias NES en SOS3..........cocooiiiiiiiiiiiicc e 147
VI CONCLUSIONES ...ttt ettt sb ettt et be e saeesbeesnteanne s 151
VIL BIBLIOGRAFIA ...ttt 153
ANEXO L1 ADIrEVIATUIAS ... ceiiei ettt e et e e e e e e e s et e e e e e e e e e annneeeeaaaeaanns 181
ANEXO I: Vectores UtIliZadOs. ...........ueiiiiiiii ittt 185

ANEXO II: Oligonucledtidos USAAOS .........eeiiiiiiiiiiiiiiee ittt 187



. INTRODUCCION






[ Introauccion

I. INTRODUCCION

1. El problema de la salinidad en la agricultura

La salinidad es el factor abidtico con mayores consecuencias para la produccién
agricola (Allakhverdiev et al., 2000), ya que limita la produccion de los cultivos e impide el
potencial uso agricola de suelos no cultivados previamente (Munns, 2002; Flowers, 2004).
Segun la FAO mas de un 6% de la superficie terrestre estaria afectada por la salinidad.

Se considera que un suelo es salino cuando la conductividad eléctrica del extracto de
saturacién es de al menos 4 dS/m, lo que se corresponde con una concentracion de 40 mM de
NaCl (la sal mas comun en los suelos) y que genera una presion osmética de 0,2 MPa (Munns
y Tester, 2008). Las condiciones ambientales en constante cambio, como la temperatura y la
precipitacion, asi como las practicas agricolas, provocan rapidas modificaciones en los niveles
de salinidad y en los patrones de distribucion de la sal. La salinizacién de los suelos puede
deberse a causas naturales o a la actividad humana. Las principales causas naturales de
salinizacion se deben a la meteorizacién de las rocas o la deposicién de sales oceanicas
arrastradas con el viento y el agua (Munns y Tester, 2008). Por otro lado, la actividad agraria,
sobre todo el cultivo en regadio cuando se lleva a cabo con aguas de poca calidad y drenajes
insuficientes, provoca la salinizaciéon de los suelos debido a la accién del hombre (Bressler y
Hoffman, 1986; Ghassemi et al., 1995; Serrano, 1996). De los 1.500 millones de hectareas
dedicados a cultivos de secano, 32 millones de hectareas (el 2%) presentan problemas de
salinizacion, mientras que de los 230 millones de hectareas dedicados al regadio, 45 millones
(el 20%) estan afectados por la salinizacion (Munns y Tester, 2008). Aunque la superficie
destinada al cultivo en regadio representa un area relativamente pequefio, aproximadamente
un 15% de la superficie cultivada, produce un tercio de la produccion mundial de alimentos
(Munns, 2002).

Las plantas difieren ampliamente en la tolerancia a la salinidad (Greenway y Munns,
1980; Flowers y Colmer, 2008). Segun su tolerancia, podemos clasificar las especies vegetales
en haldfitas, que toleran concentraciones salinas de hasta 500 mM, y glicofitas, que son
sensibles a la salinidad moderada/alta (no toleran mas de 50-100 mM de NaCl) e incluyen a la
mayoria de especies de interés agronémico (Hasegawa et al., 2000; Tester y Davenport, 2003).

El problema de la salinidad en los suelos puede corregirse mediante practicas
agronémicas adecuadas (uso de aguas de riego de alta calidad, instalacion de sistemas de
drenaje y lavado de suelos, rectificacion de la sodicidad del suelo mediante la adicién de 6xido
o sulfato célcico...). No obstante, no son suficientes para erradicar el problema o son
econdmicamente insostenibles, sobre todo en paises en vias de desarrollo donde la
disminucién de la productividad agricola es particularmente severa (Tester y Davenport, 2003).
Asi pues, una estrategia complementaria a la aplicacién de sistemas de remediacion de suelos
seria el desarrollo de variedades halotolerantes, bien mediante técnicas de seleccion
tradicionales o bien mediante programas basados en la ingenieria genética (Tester y

Davenport, 2003). Aunque la necesidad de producir cultivares halotolerantes ha sido evidente
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desde hace tiempo (Jacobson y Adams, 1958) y las posibles vias para incrementar la
halotolerancia han sido extensamente estudiadas, la naturaleza cuantitativa de los factores que
determinan la tolerancia a salinidad ha limitado en gran medida el desarrollo de cultivares
tolerantes mediante el uso de técnicas de mejora clasica. La resistencia a la salinidad es una
caracteristica compleja, tanto genética como fisiolégicamente, en la que intervienen una gran
cantidad de genes en distintos procesos fisioldgicos (Flowers, 2004).

En la actualidad, las investigaciones dirigidas a mejorar el crecimiento de las plantas en
presencia de salinidad estan orientadas a la mejor comprension de los efectos causados por el
estrés salino, tanto a nivel celular como a nivel de organismo, asi como de los mecanismos de
respuesta y adaptacion frente a dicho estrés (Hasegawa et al., 2000; Zhu, 2001), por lo que es
necesario identificar claramente tanto los componentes que determinan la tolerancia a salinidad

como sus elementos reguladores (Hasegawa et al., 2000; Zhu, 2001).

2. Efectos producidos por el estrés salino sobre las plantas

El estrés salino provoca una serie de efectos sobre los procesos fisioldgicos y
metabdlicos de la planta que, en funcion de la gravedad y duraciéon del estrés, conllevan una
disminucién en la productividad, ya que afectan a su estado hidrico, a la adquisicion de
nutrientes y a sus rutas metabdlicas (Munns y Tester, 2008; Kronzucker y Britto, 2011). La
salinidad afecta a las plantas de dos maneras. En primer lugar, una alta concentracion de sales
en el suelo dificulta la obtencién de agua por parte de las raices de las plantas, produciendo un
estrés osmotico, pero ademas, las altas concentraciones de sales dentro de la planta provocan
un estrés iénico debido a la toxicidad de las mismas (Munns y Tester, 2008). Por tanto, los
efectos producidos por el estrés salino se pueden dividir segun si estan motivados por el estrés
osmatico y por la toxicidad idnica. A partir de estos efectos primarios se desencadenan una
serie de efectos secundarios como son el estrés oxidativo, deficiencias en la absorcién de
nutrientes (principalmente de K), disminucién del crecimiento celular, reduccién de la
evapotranspiracion y disminucién de la eficiencia fotosintética (Niu et al., 1995; Zhu, 2001a;
Zhu, 2002; Tester y Davenport, 2003; Munns y Tester, 2008).

2.1. Estrés osmotico

La acumulacion de sales en el suelo provoca la disminucion de su potencial hidrico que
dificulta la absorcion de agua por las raices. Este menor contenido hidrico en la planta se
traduce en una reduccion del crecimiento de hojas y raices a través de una serie de cambios
metabdlicos idénticos a los causados por el estrés hidrico (Munns, 2002). La deficiencia de
agua en el citosol, necesaria para llevar a cabo reacciones metabdlicas, es aportada desde la
vacuola ocasionando la pérdida de turgencia celular y, en consecuencia, reduciendo la

expansion celular y el crecimiento de la planta. Estos efectos también se observan cuando las
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plantas son tratadas con KCI, manitol o polietilenglicol (PEG), por lo que no se deben a un
efecto especifico de la sal (Yeo et al., 1991; Chazen et al., 1995), sino a un efecto osmético.
Por otro lado, ante condiciones de estrés osmatico las plantas reaccionan cerrando los
estomas, evitando asi la pérdida de agua por evapotranspiracion. Pero a su vez, el cierre
estomatico conlleva una disminucién en la toma de CO,, disminuyendo en consecuencia la
fijacion de esta molécula por fotosintesis (Hasegawa et al., 2000; Zhu, 2001b; Zhu, 2002;
Munns, 2002). Otro efecto casi inmediato del estrés osmotico es el aumento de los niveles de
acido abscisico (ABA) en raices, células guarda y en el tejido vascular de las hojas,
distribuyéndose por toda la planta e inhibiendo la divisién y la expansién celular (Hasegawa
et al., 2000; Zhu, 2001b; Munns, 2002; Wasilewska et al., 2008). El papel del ABA en el estrés
hidrico y osmatico es, por un lado, el mantenimiento del balance hidrico mediante la regulacion
de las células guarda, y por otro lado, la induccién de genes que codifican proteinas de

tolerancia a la deshidratacion (Zhu, 2002).

2.2. Toxicidad ionica

Por otra parte, en los estadios iniciales del estrés salino también se observa un estado
de toxicidad id6nica y de desequilibrio electroquimico. En condiciones fisiologicas, las
concentraciones homeostaticas de iones en el citoplasma son de 100-200 mM K*, 1-10 mM Na*
y CI, y 100-200 nM Ca** (Niu et al., 1995), un organismo tiende a mantener este estado de
homeostasis interno a pesar de los cambios en su entorno.

Uno de los efectos mas perjudiciales del estrés salino es la acumulacién de iones de
Na® y CI en los tejidos de la planta. Un exceso de sales en el medio provoca un fuerte impacto
en la homeostasis idnica, que las células deben reestablecer para mantener su crecimiento y
su correcto funcionamiento metabdlico (Binzel et al., 1988). El medio citoplasmatico tiene que
mantener siempre una baja concentracién de Na®, o lo que es quiz4 méas importante, una baja
relacién Na'/K’, ya que concentraciones superiores a 100 mM de Na” en el citoplasma inhiben
importantes procesos bioquimicos y fisiolégicos (Bhandal y Malik, 1988; Marschner, 1995;
Serrano, 1996). La toxicidad metabdlica del Na” se debe en gran parte a su competencia con
los sitios de unién de K*. Debido a la similitud en las propiedades fisicoquimicas entre el Na* y
el K, el Na* puede actuar como un inhibidor competitivo de los sitios especificos de mas de 50
enzimas que requieren la unién de K como cofactor, y el Na* no puede sustituir esta funcién
(Bhandal y Malik, 1988).

Ademads, otros procesos celulares esenciales como la sintesis de proteinas, el
procesado del RNA o el metabolismo de azicares se ven drasticamente inhibidos en presencia
de altas concentraciones de Na* (Marschner, 1995; Blaha et al., 2000; Forment et al., 2002).
Cuando las concentraciones de sales alcanzan niveles superiores a 400 mM se inhiben la
mayor parte de las actividades enzimaticas ya que el exceso de cargas rompe el equilibrio
electrostatico necesario para el correcto mantenimiento de las estructuras terciarias vy
cuaternarias de las proteinas produciendo la desnaturalizacion de las mismas (Wyn-Jones y
Pollard, 1983).
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2.3. Estrés oxidativo

Uno de los efectos mas importantes producidos por el estrés salino es la produccion de
especies reactivas de oxigeno ROS (Reactive Oxygen Species) (Zhu, 2001b), como los
radicales superoxido (O,), peroxido de hidrégeno (H,O,) o los radicales hidroxilo (OH'). Estas
moléculas son producidas de forma natural en procesos aerdbicos como el transporte de
electrones en cloroplastos y mitocondrias o en la oxidacion de metabolitos (Smirnoff, 1993;
Moran et al., 1994; Borsani, 2001; Hernandez et al., 2001), pero un exceso de produccién de
ROS debido el estrés salino puede conducir a dafios oxidativos en varios componentes
celulares tales como proteinas, lipidos y acidos nucleicos, interrumpiendo funciones vitales
para las plantas (Smirnoff, 1993; Hernandez et al., 2001). La capacidad de una planta para
eliminar las especies reactivas de oxigeno es clave para determinar su tolerancia a la salinidad.
Las plantas degradan las ROS mediante enzimas como la superdxido dismutasa, ascorbato
peroxidasa, catalasa o varias peroxidasas, y otras moléculas no enzimaticas, como el
ascorbato, glutation, flavonoides, alcaloides y carotenoides (Chinnusamy et al., 2004; Apel y
Hirt, 2004).

2.4. Efectos secundarios del estrés salino

El estrés generado por una alta salinidad provoca una serie de efectos secundarios,
siendo quizds la deficiencia de la toma de potasio el mas importante. EI K' es un
macronutriente esencial para la planta ya que interviene en procesos tan importantes como en
el ajuste osmdtico, regula los movimientos estomaticos y actia como cofactor de diversas
enzimas (Hasegawa et al., 2000). La similitudes de las propiedades fisico-quimicas del K* y del
Na® hacen que el Na* pueda competir por los sitios de unién en los sistemas de transporte de
K" tanto de alta como de baja afinidad, contribuyendo a disminuir el cociente K’/Na* de la célula
(Rains y Epstein, 1967; Maathuis et al., 1996). Ademas, un exceso de Na” en la célula produce
la depolarizacion de la membrana plasmatica dificultando la entrada pasiva de K™ a través de
canales rectificadores de entrada mientras que se favorece su salida por canales rectificadores
de salida. También, durante episodios de estrés salino se produce la sintesis de solutos
compatibles implicados en la osmoproteccion celular, lo que requiere un gran consumo de ATP,
necesario para los sistemas de transporte activo de K™ de alta afinidad (Shabala, 2003; Shabala
y Cuin, 2008).

Otros efectos secundarios serian la desregulacién de la fotosintesis, el cierre
estomatico, la inhibicién del crecimiento celular y la activacién de muerte celular programada.
(Serrano et al., 1999; Hasegawa et al., 2000; Zhu, 2003).
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3. Respuestas adaptativas de las plantas frente al estrés salino

A diferencia de otros organismos pluricelulares, las plantas son organismos sésiles. La
imposibilidad de escapar ante condiciones adversas les obliga a desarrollar mecanismos que
les permitan la adaptacion frente a cualquier tipo de estrés para asegurar su supervivencia. Las
plantas son incapaces de tolerar elevadas concentraciones de sales en el citoplasma, por lo
que han desarrollado una gran variedad de mecanismos moleculares y bioquimicos que se
coordinan y actuan sinérgicamente en la adaptacion de las plantas al estrés salino (Hasegawa
et al., 2000; Zhu, 2003). Las respuestas adaptativas a altas concentraciones de sal se pueden

estudiar a nivel celular y a nivel de planta completa.

3.1. Adaptaciones a nivel celular
3.1.1. Regulacion de la homeostasis

Un factor fundamental que determina la halotolerancia de una planta es el
mantenimiento de una correcta homeostasis osmadtica e idnica a nivel intracelular. En
condiciones fisiolégicas, la membrana plasmatica de las células vegetales presenta un
potencial eléctrico interior negativo que oscila entre los -120 y los -200 mV y que favorece el
transporte pasivo de los cationes monovalentes como el Na* al citosol (Niu et al., 1995). El
aumento en la concentracion extracelular de Na®, junto a esta diferencia de potencial de
membrana crean un gradiente electroquimico que favorece la entrada pasiva de Na en la
célula pudiendo elevar extraordinariamente su concentracion en el citosol, 1o que incluso puede
provocar la apoptosis celular si se alcanzan niveles muy altos de Na* (Niu et al., 1995; Serrano
et al., 1999).

El restablecimiento de la homeostasis i6nica requiere el funcionamiento y coordinacion
de dos procesos que son la compartimentacién del Na* en la vacuola y el aumento el flujo de
salida de Na* de la célula (Niu et al., 1995; Hasegawa et al., 2000; Zhu, 2003). Ambos procesos
son llevados a cabo por antiportadores Na*/H" ubicados en la membrana vacuolar y en la
membrana plasmatica, respectivamente. El transporte de Na* a través de los antiportadores
esta acoplado al gradiente electroquimico de H" generado por la H*-ATPasa de tipo V y la H'-
pirofosfatasa en la vacuola y por la H-ATPasa de tipo P en la membrana plasmatica o (LUttge
y Ratajczak, 1997; Gupta y Huang, 2014).

La vacuola juega un papel clave para mantener la homeostasis, pues la acumulacién
de Na’ en dicho compartimento, ademas de disminuir su toxicidad en el citosol, facilita el ajuste
osmatico, necesario para el correcto crecimiento. Inicialmente, se creyé que AtNHX1, el primer
antiportador vacuolar identificado en plantas, era responsable de este proceso (Apse et al.,
1999; Gaxiola et al., 2001), pero posteriormente se decartd esta hipétesis (Leidi et al., 2010).
En la actualidad, se desconoce que transportador realiza la acumulacién de Na™ en el
tonoplasto. Por otro lado, la expulsién de Na' de la célula se lleva a cabo a través del
antiportador Na’/H" de membrana plasmatica SOS1 (Shi et al., 2000; Qiu et al., 2002), cuya
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sobreexpresion también mejora la tolerancia a salinidad en Arabidopsis (Shi et al., 2003; Yang
et al., 2009).

La disminucién del potencial osmético en la célula debida a la acumulacién de iones en
la vacuola induce la sintesis de osmolitos compatibles que se acumulan en el citoplasma y
permiten mantener la homeostasis osmaética a ambos lados de la membrana vacuolar (Tester y
Davenport, 2003). Los osmolitos compatibles tienen la propiedad de reestablecer la turgencia
celular alterada por el descenso del potencial hidrico sin alterar las reacciones normales del
metabolismo celular incluso cuando se presentan en altas concentraciones (Hasegawa et al.,
2000). Estos osmolitos pueden ser elementos esenciales como el K*, aunque la mayoria son
compuestos organicos quimicamente diversos que carecen de carga, polares y solubles tales
como azucares simples (glucosa, fructosa...), alcoholes de azucares (glicerol e inositoles
metilados), azucares complejos (irehalosa, rafinosa y fructanos), derivados cuaternarios de
aminoacidos (prolina, glicinabetaina, b-alanina-betaina, prolina-betaina...), aminas terciarias
(ectoina) y compuestos de sulfonio (sulfato de colina, propionato de dimetilsulfonio...) (Bohnert
y Jensen, 1996; Nuccio et al., 1999). La sobreexpresién de estos osmolitos compatibles en
plantas transgénicas puede resultar en una mejora de la tolerancia al estrés salino y otros
estreses abidticos (Vinocur y Altman, 2005).

Sin embargo, a menudo las concentraciones de osmolitos compatibles son insuficientes
para ser los responsables del reajuste osmoético, por lo que parece que su funcién esta mas
relacionada con la degradacion de ROS y la proteccidon de las estructuras celulares frente a
dafos oxidativos (Hong, 2000; Zhu, 2001a; Krasensky y Jonak, 2012).

3.1.2. Respuesta al estrés oxidativo

Las ROS se generan principalmente en el cloroplasto y en la mitocondria como
productos secundarios del metabolismo aerdbico (fotosintesis y respiracion). En condiciones
fisioldgicas de crecimiento los niveles intracelulares de las ROS son bajos, pero como
consecuencia de distintos tipos de estrés como el estrés salino, la homeostasis celular y el
metabolismo aerébico se desequilibran aumentando drasticamente la produccién de ROS
(Polle, 2001). Esta sobreacumulacion de ROS originada por el estrés supone una amenaza
para la célula, debido a que las especies reactivas de oxigeno son inestables y capaces de
oxidar indiscriminadamente componentes celulares como las membranas, proteinas, enzimas o
acidos nucleicos, causando dafios irreversibles que incluso podrian llevar a la destruccién
oxidativa de la célula (Hammond-Kosack y Jones, 1996; Dat et al., 2000; Apel y Hirt, 2004).

Las ROS se pueden detoxificar mediante la produccion de enzimas o la sintesis de
osmolitos protectores (Hasegawa et al., 2000). Los sistemas enzimaticos de inactivacion de
ROS en plantas incluyen principalmente la glutation peroxidasa, superdxido dismutasa,
ascorbato peroxidasa o glutation reductasa. Diversos estudios revelaron que las plantas
transgénicas que sobreexpresaban genes implicados en la sintesis de algunas enzimas
detoxificadoras resulté en una mejora de su tolerancia a salinidad (Allen et al., 1997; Roxas
et al., 1997; Bohnert y Sheveleva, 1998).
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La concentracién de solutos compatibles dentro de la célula se mantiene ya sea por la
sintesis irreversible de estos compuestos o por un equilibrio entre sintesis y degradacion. Los
sistemas de detoxificacion no enzimaticos (osmolitos protectores) se sintetizan y se acumulan
en cantidades variables entre diferentes especies de plantas. Su acumulacion es proporcional a
la osmolaridad externa y las principales funciones de estos osmolitos son proteger la estructura
y mantener el equilibrio osmético dentro de la célula (Hasegawa et al., 2000). Algunos de estos
compuestos son proteinas protectoras como las osmotinas y dehidrinas, que mantienen la
estructura de las proteinas a concentraciones elevadas de sal, o las LEA (Late Embryogenesis
Abundant) cuya produccion se induce en episodios de estrés y que, ademas de participar en el
equilibrio osmético de la célula, también estan implicadas en la respuesta a patégenos (Ingram
y Bartels, 1996; Campbell y Close, 1997; Brini etal., 2011; Salleh etal., 2012). La
sobreexpresion de proteinas LEA de cebada mejord la halotolerancia en plantas transgénicas
de arroz (Xu et al., 1996).

Otros de estos osmolitos son aminoacidos como la prolina, cuya concentracién
aumenta en respuesta al estrés salino (EI-Shintinawy y EI-Shourbagy, 2001). La prolina
intracelular, que se acumula durante episodios de estrés, no solo proporciona tolerancia al
estrés sino que también sirve como una reserva organica de nitrégeno para la recuperacion de
la planta ante condiciones adversas. Este aminoacido es esencial en la proteccion frente al
dafo celular, ya que ademas de actuar como osmolito, degrada las ROS y estabiliza la
estructura de las proteinas actuando como chaperona (Hare y Cress, 1997; Verbruggen y
Hermans, 2008; Szabados y Savouré, 2010). Ben Ahmed etal. (2010) observaron que la
suplementacion con prolina aumentd la tolerancia a salinidad en olivo debido a la mejora de
determinadas actividades enzimaticas antioxidantes, de la actividad fotosintética y del
crecimiento de las plantas, asi como del mantenimiento de un estado hidrico adecuado en
condiciones de estrés salino. También parece que la prolina mejora la tolerancia a la salinidad
en plantas de Nicotiana tabacum al aumentar la actividad de las enzimas involucradas en el
sistema de defensa antioxidante (Hoque et al., 2008). Deivanai et al. (2011) demostraron que
las plantulas de arroz provenientes de semillas pretratadas con prolina (1 mM) mostraban una
mejora en el crecimiento durante el estrés salino.

El acido y-butirico (GABA) es un aminoacido no proteico que se acumula en situaciones
de estrés. EI GABA se sintetiza en el citosol y a continuacién es transportado a la mitocondria,
donde se degrada a acido succinico para incorporarse al ciclo de Krebs (Shelp et al., 1999; Fait
et al.,, 2008). En Arabidopsis, la falta de funcién de la GABA transaminasa produjo plantas
hipersensibles a estrés mientras que la pérdida de funcién de la semialdehido succinico
deshidrogenasa produjo plantas enanas e hipersensibles a luz UV-B y estrés térmico debido a
la sobreacumulacion de ROS (Bouché et al., 2003; Renault et al., 2010).

Otra respuesta de las plantas frente al estrés abidtico es la produccién de glicina-
betaina, que es un compuesto cuaternario de amonio presente en microorganismos, animales y
plantas, dentro de las cuales, se encuentra en una amplia variedad de especies pertenecientes

a diferentes grupos taxonémicos. Debido a sus caracteristicas estructurales Unicas, interactua
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tanto con los dominios hidréfobos como hidréfilos de las macromoléculas, tales como enzimas
y complejos de proteinas. La glicina-betaina es un osmolito celular no téxico que protege a la
célula mediante el ajuste osmoético (Gadallah, 1999), estabiliza las proteinas (Makela, 2000),
protege el aparato fotosintético frente a los dafios por estrés (Cha-Um y Kirdmanee, 2010) y
participa en la reduccién de ROS (Ashraf y Foolad, 2007; Saxena etal.,, 2013). Se ha
observado una mejora de la tolerancia al estrés abiotico mediante la sobreexpresion de genes
implicados en la sintesis de este compuesto en especies en las que no se sintetiza de forma
natural (Park et al., 2007). La aplicacién de glicina-betaina mediante pulverizacion foliar en
plantas sometidas a estrés, produjo la estabilizaciéon de los pigmentos y el aumento de la tasa
fotosintética y, en consecuencia de la tasa de crecimiento (Cha-Um y Kirdmanee, 2010; Ahmad
et al., 2013).

La acumulacion de polioles, ya sean de cadena lineal como manitol y sorbitol o polioles
ciclicos como el mio-inositol y sus derivados metilados, se correlaciona con la tolerancia a la
sequia y/o a salinidad (Bohnert et al., 1995). Los polioles también estan implicados en la
proteccion y estabilizacion de enzimas y estructuras de membrana asi como en la degradacién
de radicales hidroxilo (Smirnoff y Cumbes, 1989; Shen et al., 1997). La sobreexpresién de
enzimas de biosintesis de mio-inositol y sus derivados ciclicos mejoré la tolerancia a salinidad
en plantas transgénicas de tabaco (Sheveleva etal., 1997; Majee et al., 2004; Patra et al.,
2010).

También algunos tipos de hidratos de carbono pueden actuar como osmolitos. Bajo
condiciones de estrés salino se produce la acumulacion de carbohidratos tales como azucares
(por ejemplo glucosa, fructosa, fructanos y trehalosa) y almidon (Parida et al., 2004). Los
hidratos de carbono mitigan situaciones de estrés a través de su papel en la osmoproteccion,
constituyendo una reserva de carbono y participando en la degradacion de ROS. Se observé
que el estrés salino aumenta el nivel de azlcares reductores (sacarosa y fructanos) en
diferentes especies de plantas (Kerepesi y Galiba, 2000). En plantas de tomate el contenido de
sacarosa aumento en condiciones de salinidad debido al aumento de la actividad de la
sacarosa fosfato sintasa (Gao et al., 1998). Ademas, muchas de las angiospermas que habitan
en regiones frias utilizan los fructanos como azucares de reserva. Estos polimeros ramificados
se forman por transferencia de fructosa a moléculas de sacarosa (Vijn y Smeekens, 1999). La
sobreexpresion de fructosil transferasas en plantas de tabaco y arroz mejoré la tolerancia a
bajas temperaturas y sequia (Pilon-Smits et al., 1995; Li et al., 2007; Kawakami et al., 2008). La
trehalosa es un disacarido no reductor, cuya acumulacion, ademas de ser una reserva de
carbohidratos, protege a los organismos frente a estrés fisico y quimico, incluyendo el estrés
salino. Este disacarido se acumula en plantas resistentes a la desecacién y actua como
osmolito y protector de membranas y proteinas (Paul et al., 2008). La expresiéon heteréloga de
genes implicados en la sintesis de trehalosa en Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae
aumento6 la tolerancia de varias especies vegetales a sequia, salinidad y altas temperaturas
(lordachescu y Imai, 2008). La sobreexpresion en plantas de A. thaliana de distintas isoformas

de trehalosa-6-fosfato sintasa propias o de arroz produjo plantas tolerantes a sequia, salinidad
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y frio (Avonce etal.,, 2004; Li etal., 2011), mientras que la pérdida de funciéon redujo su
termotolerancia (Suzuki et al., 2008). Se ha observado que la hidrdlisis de almidén por las b-
amilasas aumenta en condiciones de estrés y que las plantas de Arabidopsis que tienen
afectada esta ruta de degradacién mostraron una mayor sensibilidad a frio y estrés osmético
(Yano etal., 2005; Valerio etal., 2011). En las raices de arroz se ha observado que el
contenido de almidon disminuyé en respuesta a la salinidad, mientras que permanecié
practicamente sin cambios en el brote. También la acumulacién de rafinosa durante episodios
de desecacion parece participar en la proteccion de membranas y en la degradacion de ROS
(Peterbauer y Richter, 2001; Hincha, 2003; Nishizawa et al., 2008). Plantas transgénicas de
Arabidopsis capaces de producir una mayor cantidad de galactinol y rafinosa mostraron una
mayor resistencia a sequia y salinidad (Taji et al., 2002; Nishizawa et al., 2008).

Un aumento en los niveles de poliaminas en plantas superiores (principalmente
putrescina, espermidina y espermina) aumenté la tolerancia a estrés. Su funcién parece estar
relacionada con la proteccion de membranas y la reduccién del estrés oxidativo (Groppa y
Benavides, 2008; Alcazar etal.,, 2010; Hussain etal., 2011). La pérdida de funciéon de las
enzimas ADC1 y ADC2 provocé una disminucion de la produccion de putrescina que redujo la
tolerancia de las plantas a estrés, mientras que su sobreexpresién produjo plantas
hiperresistentes a sequia, salinidad y frio (Capell et al., 2004; Urano et al., 2004; Cuevas et al.,
2008; Alcazar et al., 2010).

La proteccion frente al dafo oxidativo es clave para mejorar la tolerancia al estrés
salino como se desprende de la identificacién del mutante hiperresistente a estrés salino y
oxidativo pst1 de Arabidopsis, ya que esta mutacion inhibe la activacion de un regulador

negativo de la respuesta a este tipo de estrés (Tsugane et al., 1999).

3.2. Adaptaciones de la planta completa
3.2.1 Regulacién del transporte de Na*

Ante condiciones de estrés salino, el transporte de Na® en la planta debe ser regulado
de una forma precisa para evitar su acumulacion en la parte aérea, para ello se deben
coordinar procesos como la carga de Na* en el xilema desde la raiz, su transporte hasta la
parte aérea para su compartimentacién en las hojas y la recirculacién del exceso de Na* de
nuevo hacia la raiz a través del floema para su extrusion (Munns, 2002).

El Na" entra por la raiz principalmente a través de transportadores de alta afinidad
como HKT y canales no selectivos de cationes (NSCC) (Rubio et al., 1995; Amtmann et al.,
1999; Tyerman y Skerrett, 1998; Rus et al., 2001; Maser et al., 2002; Zhu, 2003; Rus et al.,
2004). Dentro de la raiz, el Na" sigue un flujo radial a través del apoplasto hasta llegar a la
endodermis, donde la banda de Caspari (Niu et al., 1995; Steudle, 2000) que constituye una
barrera impermeable que impide al Na® el paso por la via apoplastica, obliga a los iones a
continuar por la via simplastica. No obstante, parte del flujo de iones pueden filtrarse por el

apoplasto a través de pequenas discontinuidades presentes en la endodermis, este mecanismo
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tiene mayor relevancia en algunas especies vegetales como el arroz (Yeo et al., 1987; Yadav
et al., 1996).

En cuanto al transporte de Na* en la planta, se ha establecido en modelo mediante el
cual el antiportador Na’/H* SOS1 seria el responsable de la carga de Na* en el xilema (Shi
etal.,, 2002; Qiu etal., 2002), mientras que la descarga de Na" se llevaria a cabo por el
transportador HKT1. Las funciones de ambos se coordinarian para redistribuir el Na* evitando
asi su acumulacion en los tejidos més sensibles (Olias et al., 2009).

Otro mecanismo de las plantas para evitar la acumulacién de Na* en el citosol de las
células es la extrusion. Este es un proceso importante para las células del apice radical, ya que
carecen de un sistema vacuolar desarrollado donde acumular el exceso de Na'. Se ha
identificado al antiportador SOS1 como la principal proteina responsable del eflujo de este
cation hacia el exterior (Wu et al., 1996; Zhu et al., 1998; Liu y Zhu, 1998; Shi et al., 2000; Qiu
et al., 2002; Shi et al., 2002; Qiu et al., 2003).

3.2.2. Adaptaciones morfolégicas

A lo largo de la evolucion vegetal, algunas especies han desarrollado estructuras
morfolégicas que les permiten tolerar y adaptarse a ambientes salinos, como las glandulas
salinas (Tester y Davenport, 2003). Estas estructuras de diversa morfologia se encargan de
expulsar el exceso de sales del apoplasto foliar a la superficie de la hoja, donde la cuticula
cérea las mantiene aisladas de las células del mesdfilo. La expulsion se realiza mediante el
bombeo activo de las sales a un compartimento aislado del apoplasto foliar, lo que crea una
drastica reduccion del potencial osmético que aumenta el influjo de agua provocando un
aumento de la presién en la zona, que finalmente produce la ruptura de la débil membrana que
separa dicho compartimento de la superficie foliar para liberar el contenido de sales a la
superficie de la hoja (Tester y Davenport, 2003). Debido al flujo de agua necesario para el
funcionamiento de este mecanismo, esta estrategia so6lo es valida para plantas pertenecientes
a ambientes sin restricciones en la disponibilidad de agua, como es el caso de los marjales
salinos (Tester y Davenport, 2003).

Varias especies de gramineas poseen pequefias glandulas bicelulares en las hojas
cuya capacidad secretora de sales ha demostrado una correlacion directa con la halotolerancia
de la planta (Marcum, 1999). Las halofitas de ambientes muy secos presentan un tipo especial
de glandulas llamadas “tricomas salinos”, compuestos por dos células en la superficie de la
hoja, la célula exterior llamada “célula vesical” acumula sales y agua en su vacuola hasta que
estalla y libera el Na® sin producir pérdidas de agua tan elevadas como en el caso de las
glandulas salinas (Tester y Davenport, 2003).

Otro sistema de expulsion del exceso de sales es mediante la gutacion a través de los
hidatodos, este sistema es muy comun en las hojas de cereales y se produce cuando las

condiciones ambientales dificultan la transpiracion foliar (Tester y Davenport, 2003).
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3.2.3. Regulacion del crecimiento de la planta

La reduccion del crecimiento es una respuesta adaptativa de las plantas para sobrevivir
ante condiciones adversas. El estrés salino, al igual que otros tipos de estrés abidtico, produce
una inhibicién del crecimiento que se aprovecha para ahorrar recursos energéticos que las
plantas pueden utilizar para diferentes procesos que les permitan su supervivencia (Zhu,
2001b).

Una de las causas de la reduccion del crecimiento se debe a la disminucion de la
eficiencia fotosintética provocada por el cierre estomatico y, en consecuencia, por la menor
toma de CO, (Zhu, 2001b). El cierre de los estomas es un mecanismo de protecciéon de la
planta para evitar la acumulacién de Na“ en la parte aérea por evapotranspiracion, y se ha
observado que la incapacidad para cerrar los estomas es un factor clave que determina la
sensibilidad de algunas especies a la salinidad (Robinson et al., 1997).

Sin embargo, la causa principal de la reduccién del crecimiento en una planta sometida
a estrés es la inhibicion de la division y expansion celular. Incluso un estrés ligero puede
provocar una drastica reduccién del crecimiento y una pérdida significativa de la produccién
(Zhu, 2001b). Se ha descrito una importante relacion entre estrés y division celular mediante la
cual el acido abscisico (ABA) acumulado ante situaciones de estrés hidrico o salino es capaz
de inducir la expresion de ICK1, un inhibidor de quinasas dependiente de ciclinas (Wang et al.,
1998). El inhibidor ICK podria dificultar la division celular mediante la reduccién de la actividad
de las proteinas quinasas dependientes de ciclinas, las CDKs (Cyclin Dependent Kinases),
implicadas en el desarrollo del ciclo celular (Evans et al., 1983; Francis, 2007). En Arabidopsis
existen 7 isoformas de CDKs, denominadas con las letras A a F, y ademas, un grupo de
proteinas similares denominadas CDKLs (Menges et al., 2005). La reduccién de la actividad de
las CDKs provoca la detencién del ciclo celular en las interfases G1/S o G2/M, lo que implica la
inhibicién de la elongacidn y division celular (Schuppler et al., 1998; Kitsios y Doonan, 2011).
En plantas de Arabidopsis sometidas a estrés salino, el nivel de transcrito de las CDKs de clase
Ay B disminuy6 dando lugar a una menor produccion de células y de menor tamafio en la parte
aérea y el apice radical debida a la inhibicién transitoria de la mitosis (Burssens et al., 2000;
West et al., 2004). La sobreexpresion de ICK1 produce plantas transgénicas mas pequefas y
con alteraciones morfoldgicas (Wang et al., 2002). EI mutante de Arabidopsis sto1, identificado
por su mayor tolerancia a estrés salino y osmaético, presenta una menor acumulaciéon de ICK1
en condiciones salinas (Ruggiero et al., 2004).

Por otro lado, debido al papel crucial de las hormonas en la regulacion de la elongacion
celular, es muy probable que el estrés inhiba la expansion de las células mediante la reduccion
de la concentracion de hormonas que promueven al crecimiento, tales como auxinas,
citoquininas, giberelinas y brassinolides (Zhu, 2001b). Las proteinas DELLA estabilizadas
reprimen la sefializacion por giberelinas, inhibiendo el crecimiento de la planta en situaciones
de estrés. Estas proteinas, pertenecen a una subfamilia de proteinas nucleares que recibe su
nombre por la presencia del motivo conservado DELLA cerca de su extremo aminoterminal
(Peng et al., 1997; Pysh et al., 1999). En el genoma de Arabidopsis se han encontrado 5 genes
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que codifican proteinas DELLA (RGA, GAIl, RGL1, RGL2 y RGL3), que reprimen las respuestas
a giberelinas en condiciones de estrés (Tyler etal.,, 2004). Estas proteinas facilitan la
aclimatacion de las plantas al frio y mejoran su tolerancia a estrés oxidativo, mediante la
induccion de genes de detoxificacion de ROS, que protegen a la célula frente a dafios
oxidativos (Achard et al., 2008a; 2008b).

TOLERANCIA
AL ESTRES

Homeostasis I6nica y Inhibicién del Reparacion del
osmotica crecimiento Dafio

Inhibicion de la
expansion y
division celular

Sefializacion de
detoxificacion

Sefializacion I6nicay
Osmética

/N
Estrés salino

Figura 1.1. Consecuencuencias del estrés y respuestas adaptativas de la planta. El

esquema muestra de forma general los efectos del estrés y los procesos que ocurren en la planta para
adaptarse a esas condiciones adversas (Zhu, 2002).

4. Transducciéon de senales en respuesta a la salinidad

El estrés osmatico e idnico producidos por la salinidad son reconocidos por distintos
sensores, la mayoria no identificados, que activan cascadas de sefializacidon que a su vez,
ejercen un control transcripcional sobre los genes y la activacion de modificaciones
postranscripcionales de proteinas que median las respuestas adaptativas y/o patolégicas de las
plantas (Hasegawa etal., 2000). Las rutas de sefalizacion son muy complejas vy
frecuentemente estan interrelacionadas, resultando necesaria la adecuada coordinacién de los
distintos elementos para la obtencién de respuestas especificas para cada tipo de estrés
(Hasegawa et al., 2000; Zhu, 2002).

4.1. Sensores del estrés salino

En Escherichia coli, el estrés hipo e hiperosmético induce cambios en la turgencia
celular que provocan la estimulacion mecanica de canales mecanosensibles que activan o
reprimen la liberacién de agua y solutos (Booth y Louis, 1999; Blount y Moe, 1999). En

levadura, la ruta HOG1 es la encargada de mantener la homeostasis osmética mediante la
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deteccion del estrés con el sensor de baja osmolaridad SHO o el sensor de alta osmolaridad el
SLN1. A continuacién cada sensor actia activando una cascada de sefializacién que
finalmente convergen en la fosforilacion de la MAPKK PBS2 (Brewster et al., 1993), que a su
vez fosforila y activa a la MAPK HOG1. HOG1 inhibe por fosforilacion a SKO1, represor
transcripcional de la Na*-ATPasa ENA1, favoreciendo asi el bombeo activo de Na* al medio
extracelular (Maeda et al., 1995; Saito y Tatebayashi, 2004). En Arabidopsis, se ha identificado
a la histidin-quinasa ATHK1 (Urao et al.,, 1999) como un posible sensor osmético, que se
induce por estrés salino e hidrico y bajas temperaturas. La transformacion AtHK1 en una cepa
de levadura mutante en sus dos osmosensores SLN1 y SHO1 fue capaz de activar la cascada
de HOG1.

Por el contrario, los mecanismos implicados en la deteccién especifica del estrés iénico
ain no estan muy claros. El aumento de Na* puede ser detectado a nivel extracelular, por
receptores de la membrana plasmatica, o bien a nivel intracelular, por proteinas de membrana
o enzimas citosodlicas sensibles a Na®. El transportador de Na® de Arabidopsis, AtSOS1
muestra una larga cola citosélica presente en su extremo carboxiterminal que sugiere un
posible papel dual como transportador y como sensor de Na* (Shi et al., 2000; Zhu, 2002). Este
tipo de proteina bifuncional se le denomina transceptor, y se han descrito en levadura, para los
transportadores Gap1 y Pho84 (Thevelein y Voordeckers, 2009) y en Arabidopsis, para el caso
del transportador de nitrato CHL1 (Ho et al., 2009; Vert y Chory, 2009).

4.2. Mensajeros secundarios

En una ruta de sefalizacién genérica, tras la percepcion de la sefal de estrés abidtico,
se desencadena la produccién de segundos mensajeros, como por ejemplo hormonas,
inositoles fosfato o especies reactivas de oxigeno, que actian modulando los niveles
intracelulares de Ca®", que a su vez, activan cascadas de fosforilacion de proteinas (MAPKs,
CDPKs, CIPKs) que tienen como diana proteinas involucradas en la adaptacion al estrés o
factores de transcripciébn que regulan la expresion de genes que finalmente actuan en
respuesta a condiciones de estrés. Estos genes estan relacionados con la sintesis de proteinas
implicadas en el transporte de iones para la detoxificacién sddica, en la producciéon de
hormonas (ABA, etileno), de osmolitos compatibles o de agentes antioxidantes cuyos efectos
se coordinan en la adaptacion de la planta frente al estrés (Hasegawa et al., 2000; Xiong et al.,
2002; Zhu, 2002).

El tipo de sefial de Ca** varia en funcion del tipo de estrés, la intensidad del mismo, el
tipo de tejido y la exposicién previa a dicho estrés (Knight et al., 1997; Plieth et al., 1999; Keigle
et al., 2000). En condiciones fisioldgicas, se considera que la concentracion de Ca*" libre en las
células se mantiene alrededor de 200 nM, aunque la concentracibn es mucho mayor si
tenemos en cuenta la cantidad de este catién que se encuentra unida a distintas proteinas
(Bush, 1995). El aumento de la concentracion de Ca* citosolico induce la produccion de una
serie de moléculas sefializadoras secundarias, que a su vez, también pueden estimular nuevos

incrementos transitorios de Ca** para la regulaciéon de pasos previos o para la sefalizacion
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primaria de nuevas rutas (Xiong et al., 2002). El aumento de los niveles de Ca’* en el citosol
pueden ocurrir a través de su entrada pasiva por canales de la membrana plasmatica o por su
liberacién desde organulos como el reticulo endoplasmatico, las mitocondrias, los cloroplastos
y sobre todo la vacuola (Sanders et al., 1999).

La implicacidon del calcio en diversas rutas estimulo-respuesta en la célula vegetal
plantea diversas cuestiones acerca de como distintas respuestas pueden ser reguladas por un
mismo mensajero. Estas respuestas dependen de factores como la amplitud, la duracion, la
frecuencia de los pulsos y la localizacion subcelular de la sefal de calcio, asi como la
interaccion con distintos efectores celulares del Ca®", que en conjunto definen la respuesta
especifica de cada sefial de Ca’ enla planta (McAinsh y Hetherington, 1998). Existe una gran
variedad de proteinas citosdlicas que, en respuesta a los aumentos transitorios en la

.z 2+ .z ~
concentracion de Ca“®’, se unen al catidn para actuar como efectores celulares de esta sefal.

4.3. Rutas de seializacion mediante cascadas de fosfoproteinas

En plantas, la percepcion del estrés abidtico se transmite mediante rutas dependientes
de Ca*, como la de las proteinas CIPKs/CBLs o de las CDPKs, y mediante rutas

independientes de Ca®*, como las cascadas de MAP quinasas (Xiong et al., 2002).

4.3.1. Ruta MAPKs

El estrés salino puede desencadenar una serie de respuestas independientes de ca*
a través de cascadas de MAP quinasas (Mitogen Activated Protein-Kinases). Ultimamente se
han aislado gran cantidad de elementos que participan en rutas MAPK de plantas. Los estudios
sobre las funciones de estos componentes han revelado que las MAPK desarrollan un papel
fundamental en diferentes tipos de estrés e intervienen en los procesos de sefalizacion de la
mayoria de las hormonas vegetales y en el desarrollo. El andlisis del genoma de Arabidopsis
ha revelado la existencia de =60 MAPKKKs que detectan las sefiales que, a continuacién son
transducidas por las =10 MAPKKSs a las =20 MAPKs (Ligterink y Hirt, 2001). Las MAPKKKs son
quinasas que fosforilan los aminoacidos serina/treonina localizados en bucle de activacién S/T-
X3-5-S/T de las MAPKKSs. A su vez, las MAPKKSs fosforilan los residuos de treonina y tirosina
presentes en los dominios conservados T-X-Y de las MAPKs (Chang y Karin, 2001).
Finalmente, las MAPKs son quinasas de serina/treonina capaces de fosforilar una amplia
variedad de sustratos, entre los que se encuentran otras quinasas y/o factores de transcripcion.

La primera ruta de MAP quinasas identificada en Arabidopsis fue la de AtMEKK1,
AtMEK1/AtMKK2 y AtMPK4/AtMPK6 (Ichimura etal., 2000). Se ha determinado que la
expresion y actividad de AtMEKK1 y AtMPKS3 se induce por sequia y elevada temperatura
(Mizoguchi et al., 2000), y en el caso de AtIMEKK1 también por estrés salino, mientras que
AtMKK2 y sus sustratos AtMPK4 y AtMPKG6 se inducen por frio (Ichimura etal., 2000;
Mizoguchi et al., 2000; Teige et al., 2004). El mutante de falta de funcién de la proteina MPK4
en Arabidopsis produjo plantas insensibles a acido jasmonico, acumulaciéon de acido salicilico
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asi como respuesta sistémica adquirida (SAR) constitutiva. Las quinasas AtMPK4 y AtMPKG6
interaccionan con la fosfatasa MKP1, regulando negativamente la transcripicion del
antiportador cation/H” CHX17 (Ulm etal., 2002). Recientemente, se ha demostrado que
AtMPK®6 activa y fosforila al antiportador Na’/H" de membrana plasmatica SOS1 (Yu etal.,
2010).

En maiz, el estrés salino induce la cascada de MAP quinasas ZmMPK3, ZmMAPKS5 y
ZmSIMK1. Ademas, ZmMPK3 esta relacionada con la respuesta a otros tipos de estrés abidtico
como el estrés hidrico, ZmMMAPKS5 por su parte, también se induce por frio (Ding et al., 2009;
Gu et al., 2010; Wang et al., 2010).

También las ROS activan cascadas de MAPKs, como por ejemplo la ruta compuesta
por ANP1, AtMPK3 y AtMPK®6 (Kovtun et al., 2000; Moon et al., 2003). La sobreexpresion de la
MAPKKK ANP1 de Arabidopsis resulté en plantas mas tolerantes a estrés térmico, congelacion
y salinidad asi como en una mayor induccién de genes de respuesta a estrés oxidativo. La
sobreexpresion de esta proteina en tabaco también produjo plantas mas tolerantes a distintos
estreses abidticos. La expresion constitutiva de NtANP1 mimetiza la sefal generada por el
H,O,, activando una cascada de fosforilacion de MAP quinasas cuyo resultado es la activacion
de varios genes de respuesta a estrés (Kovtun et al., 2000). Los mutantes de Arabidopsis mpk6
y mpk3 mostraron hipersensibilidad a ozono (Ahlfors etal.,, 2004; Miles et al., 2005). Las
proteinas AtMKK1 y AtMPK6 estan implicadas en la regulacién del metabolismo de H,O,
mediante la activacién de CAT1. Mientras que AtMEKK1 interactua con AtMPK4 regulando la
actividad de CAT2 (Xing et al., 2007; Pitzschke y Hirt, 2008).

4.3.2. Ruta CDPKs

Las CDPKs (Calcium-Dependent Protein Kinases) componen una extensa familia de
serina/treonina quinasas casi exclusivas de plantas, que en Arabidopsis estan representadas
por un total de 34 isoformas (Harmon etal., 2000; Harper et al., 2004). Estas proteinas
contienen 4 motivos “EF-hand’ para la uniéon de Ca®" en su extremo carboxiterminal. Algunas
presentan una secuencia de miristoilacion en su extremo aminoterminal, que sugiere una
posible asociacion con las membranas plasmaticas (Xiong et al., 2002). A este tipo de quinasas
se las denomina “sensores efectores” porque ademas de funcionar como un sensor de ca®
contienen a su quinasa efectora en una misma proteina. El tamafno de esta familia de quinasas,
junto con las diferentes afinidades por diferentes substratos (Lee et al., 1998) y la diferente
regulacion por ca”, sugiere que cada CDPK podria actuar descifrando las senales de ca® e
interactuando con diversos efectores especificos para generar multitud de respuestas
diferentes frente a situaciones de estrés asi como regular determinados aspectos del
crecimiento y del desarrollo, del metabolismo y de otras funciones fisioldgicas esenciales para
la planta (Harper et al., 2004). Se ha observado una expresion diferencial de las CDPKs en
respuesta a diversos estimulos, incluyendo acido abscisico (ABA), frio, sequia, salinidad, calor,

elicitores y patégenos (Romeis et al., 2001a; Ray et al., 2007; Li et al., 2008; Wan et al., 2007).
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El papel de las CDPKs en la traduccion de senales en respuesta a estrés se observé
por primera vez en protoplastos de maiz. AtCPK10 y AtCPK30 fueron las primeras CDPKs
identificadas y actian como reguladores positivos del promotor del gen de cebada HVA1
inducible por estrés y ABA (Sheen, 1996). El gen de la luciferasa se expresé bajo el promotor
del gen HVA1 y del gen de arroz RAB16 que se induce en respuesta a ABA y estrés osmatico y
se observé que fue inducido por la quinasa AtCDPK1 de Arabidopsis, que participa en las rutas
de sefalizacion por estrés hidrico y salino (Sheen, 1996; Saijo et al., 2000). EI homélogo de
CDPK1 en Mesembryanthemum crystallinum se induce por estrés hidrico y salino y activa al
regulador de pseudo-respuesta CSP1 en respuesta a sefiales de calcio. El estrés salino
favorece la interaccion de ambas proteinas favoreciendo su colocalizacién en el nucleo
(Patharkar y Cushman, 2000). Como sabemos, el ABA es una hormona esencial que media las
respuestas de la planta a la sequia y la salinidad. Se ha observado que CPK3 y CPK6
participan en el cierre estomatico mediado por acido abscisico (Mori etal., 2006). En
experimentos con mutantes sobreexpresantes y de falta de funcion de CPK23 se determind
que esta quinasa estaba implicada en la sefalizaciéon por ABA. En presencia de ABA, CPK23 y
CPK21 pueden fosforilar al canal de salida de aniones SLAC1. La despolarizaciéon de la
membrana plasmatica y en consecuencia, la activacion del canal de salida de K* GORK
produce el cierre estomatico ante condiciones de estrés hidrico (Ma y Wu, 2007; Geiger et al.,
2010).

El gen AtCDPK10 constitutivamente activo induce la expresion de genes enddégenos
inducibles por estrés y ABA en células foliares de Arabidopsis. Por ejemplo, CPK10 activa la
proteina HSP1 en respuesta a estrés hidrico (Zou et al., 2010). Probablemente la induccién
transcripcional se produzca a través de los factores de transcripcion ABFs de respuesta a ABA,
identificados como sustratos in vitro para varios CDPKs (Choi et al., 2005; Zhu et al., 2007).
AtCPK32 activa mediante fosforilacion al factor de transcripcion ABF4 in vivo, lo que resulta en
la induccién de sus genes diana. La sobreexpresiéon de ABF4 en Arabidopsis produjo plantas
hipersensibles a ABA y estrés salino, demostrando su papel en la sefalizacion mediada por
ABA (Choi et al., 2005). AtCPK4 y AtCPK11 regulan los factores de transcripcion ABF1 y ABF4
que a su vez inducen la expresion de ciertos genes varias horas después de la sefial de ABA,
lo que sugiere un papel en la adaptacion a largo plazo. Esta expresion génica modificada se
correlaciona con la hipersensibilidad a ABA y al aumento de la tolerancia a sequia y salinidad
en plantas que sobreexpresan AtCPK4 o AtCPK11, mientras que el doble mutante cpk4 cpk11
muestra los fenotipos opuestos (Zhu et al., 2007). Por su parte CPK12 equilibra la respuesta a
ABA ya que puede activar a ABF1 y ABF4 mediante fosforilacion asi como al regulador
negativo ABI2 (Zhu et al., 2007; Zhao et al., 2011a). Resultados similares se observaron en
plantas transgénicas de arroz que sobreexpresaban OsCPK21 (Asano et al., 2011) y OsCPK13
(OsCDPK7) (Saijo et al., 2000). El gen OsCDPK7 de arroz, cuya expresion se induce a bajas
temperaturas y salinidad, induce la expresién de genes que responden a estrés salino e
hidrico, mientras que no se inducen por frio (Saijo et al., 2000). En conjunto, estos estudios

indican que la reprogramacion transcripcional inducida por ABA a través de los factores de
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transcripcion ABFs es una caracteristica clave de las rutas de sefalizacion de las CDPKs tanto

de monocotileddneas como de dicotiledéneas.

4.3.3. Ruta CBL/CIPKs

Los sensores de Ca®* de plantas CBLs (Calcineurin B-like Proteins) interaccionan
especificamente con un grupo muy concreto de proteinas quinasas, denominadas en
consecuencia CIPKs (CBL Interacting Protein Kinase), constituyendo uno de los médulos
reguladores dependientes de Ca® mas importantes inducidos por diferentes estreses
ambientales (Shi etal.,, 1999; Halfter etal., 2000). El sistema CBL/CIPK de Arabidopsis
proporciona una combinacién de 10 sensores y 26 quinasas efectoras (Albrecht et al., 2001;
Kolukisaoglu et al., 2004; Batisti¢ y Kudla, 2009), donde factores como su expresién génica, su
localizacion subcelular, su afinidad por calcio y la especificidad de la interacciéon CBL/CIPK,
juegan un papel esencial en la descodificacién de cada sefial especifica de calcio. Las
funciones fisiolégicas de la interaccion CBL/CIPK fueron descubiertas en primer lugar en la ruta
SOS (Qiu et al.,, 2002), desde entonces se han descrito funciones en la regulacion de otros
sistemas de transporte de nutrientes como K* (Li et al., 2006; Xu et al., 2006), Mg2+ (Tang et al.,
2015), nitrato (Ho etal., 2009; Leran etal., 2015), amonio (Straub etal., 2017) y en la
homeostasis de protones (Fuglsang et al., 2007).

Las proteinas CIPKs constituyen un grupo de quinasas de serina/treonina especificas
de plantas que poseen similitud estructural con la quinasa SNF1 (Sucrose Non-fermenting) de
levadura y con las quinasas dependientes de AMP, AMPK (AMP-activated Protein Kinase) de
animales (Albrecht et al., 2001; Luan et al., 2002). Las proteinas CIPKs se incluyen en la
superfamilia de quinasas SnRK (Snff-related Protein Kinases), dentro del subgrupo
denominado SnRK3 (Batistic and Kudla, 2009).

Estudios bioquimicos y estructurales han permitido identificar dos dominios en la
estructura molecular de las CIPKs, un extremo aminoterminal que contiene un dominio
catalitico similar a los dominios presentes en las quinasas de tipo SNF1 y que estad muy
conservado entre las distintas isoformas (51-90% residuos aminoacidicos idénticos) y un
extremo carboxiterminal regulatorio que presenta una mayor variabilidad entre las distintas
isoformas (24-58%) y que no se encuentra en otras quinasas de tipo SNF1 (Guo et al., 2001;
Kolukisaoglu et al., 2004; Akaboshi etal., 2008; Sanchez-Barrena et al., 2007a; Sanchez-
Barrena etal.,, 2007b). En condiciones fisiolégicas normales, las CIPKs se encuentran
autoinhibidas mediante la interaccion del dominio aminoterminal catalitico con el
carboxiterminal regulador. El dominio catalitico de las proteinas CIPKs contiene un bucle de
activacion con un residuo de treonina situado entre los motivos conservados Asp-Phe-Gly
(DFG) y Ala-Pro-Glu (APE). A menudo, la fosforilacion del residuo de treonina por otras
quinasas es necesaria para la activacién de la estas proteinas. Estos resultados sugieren la
existencia de otras proteinas quinasas que regulen la actividad de las CIPKs, lo que
proporcionaria un nivel de regulacién adicional que les permitiria interactuar con otros

elementos de senalizaciéon celular, como ocurre en el caso de las CDPKs, que también
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requieren de la transfosforilaciéon por quinasas para desarrollar su completa actividad quinasa
(Romeis et al., 2001b).

El dominio regulatorio de las CIPKs se puede dividir funcionalmente y estructuralmente
en un dominio de 21 aminoacidos denominado FISL, también llamado NAF debido a los
aminoacidos Asn(N)-Ala(A)-Phe(F) altamente conservados que incluye, y un dominio PPI. El
dominio FISL fue identificado como necesario y suficiente para mediar la interaccion con el
sensor CBL (Albrecht etal.,, 2001; Guo etal.,, 2001). La interaccién entre CBLs y CIPKs
depende de interacciones de naturaleza hidrofébica que se establecen entre aminoacidos del
dominio FISL/NAF y de la superficie de contacto de la CBL (Sanchez-Barrena et al., 2007b;
Akaboshi et al., 2008). A pesar de que el dominio regulatorio de las CIPKs presenta una gran
variabilidad entre los distintos miembros de esta familia, el dominio NAF/FISL esta muy
conservado en todas las quinasas de tipo CIPKs y en consecuencia se define a estas proteinas
quinasas como dianas de las sefales de calcio transmitidas por los sensores de calcio CBL.
Ademas, el dominio NAF ha demostrado ejercer una actividad autoinhibitoria sobre la actividad
quinasa, ya que la delecion de este dominio resulta en una quinasa constitutivamente activa e
independiente de CBL (Guo et al., 2001). Debido a que el dominio NAF por si solo no define la
especificidad de la interaccion con el sensor, otras regiones de la proteina deben ser las
responsables del alto grado de especificidad de las interacciones entre CBLs y CIPKs (Kim
et al., 2000; Albrecht et al., 2001).

El dominio PPI (Protein Phosphatase Interaction) se identific6 como responsable de la
interaccion entre las proteinas CIPK y las protein fosfatasas de tipo 2C, ABI1 y ABI2,
observandose que las distintas isoformas de CIPKs muestran diferentes afinidades hacia las
fosfatasas ABI1 y ABI2 (Ohta etal.,, 2003). EI dominio PPl se localiza en el extremo
carboxiterminal de la quinasa y esta constituido por 37 aminoacidos con cierta homologia con
la quinasa CHK1, implicada en la reparacién del ADN.

Las proteinas CBLs (Calcineurin B-like Proteins), inicialmente designadas como
proteinas SCaBPs (Small Q” Binding Proteins), constituyen una familia de sensores de calcio
que muestran una gran similitud con la subunidad reguladora B (CNB) de la fosfatasa
calcineurina y con los sensores neuronales de Ca>* de animales (NCS) (Liu y Zhu, 1998; Kudla
etal., 1999). Las proteinas CBL fueron identificadas inicialmente en Arabidopsis thaliana,
donde existen 10 miembros, que pese a su elevada identidad genética presentan funciones
diferenciables (Kolukisaoglu et al., 2004; Pandey et al., 2004). Con el fin de obtener informacion
acerca de la evolucion y distribucion de las CBLs dentro del reino vegetal, se realizaron
estudios a partir de las bases de datos de los genomas de plantas publicados, que revelaron la
existencia de un gen CBL en las algas verdes Ostreococcus lucimarinus y Chlorella sp. NC64A,
y cuatro genes que codifican proteinas CBL en el musgo Physcomitrella patens, asi como en el
helecho Selaginella moellendorffii (Batisti¢ et al., 2010).

Basandose en un analisis filogenético, las CBLs de Arabidopsis se dividieron en tres
grupos. El grupo | estd constituido por un unico miembro, CBL10, que contiene un largo

extremo N-terminal. Al igual que otras CBLs de plantas, CBL10 de Arabidopsis contiene en su
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extremo N-terminal una hélice hidrofébica que le permite asociarse a membranas y que esta
muy conservada (Batisti¢ et al., 2010; Sanchez-Barrena et al., 2013). Andlisis de microscopia
confocal de fluorescencia indican que AtCBL10 se localiza en el tonoplasto y la membrana
plasmatica (Quan et al., 2007; Batisti¢ et al., 2010). El grupo Il estd formado por 5 miembros
(CBLA1, 4, 5, 8 y 9) que se caracterizan por un extremo N-terminal mucho mas corto. La mayoria
de ellos posee la secuencia conservada MGCXXS/T, que determina la modificacion lipidica de
estas proteinas para permitir su anclaje a la membrana (Weinl y Kudla, 2009; Batistic et al.,
2008). Por ultimo el grupo Ill, que incluye a CBL2, CBL3, CBL 6 y CBL7, presentan un extremo
N-terminal relativamente largo que, excepto en el caso de CBL7, alberga una secuencia
caracteristica de direccionamiento al tonoplasto, importante para la localizacion de las
proteinas CBL2, CBL3 y CBL6 (Batisti¢ et al., 2010; Sanchez-Barrena et al., 2013).

Estas proteinas contienen 4 dominios “EF-hand’, al igual que las calmodulinas (Guo
et al., 2001; Luan et al., 2002; Kolukisaoglu et al., 2004). Un dominio “EF-hand” candnico esta
formado por una estructura hélice-bucle-hélice, en cuya zona central aparece una secuencia
conservada, generalmente de 12 residuos, con el patron “XeYeZe-Ye-Xee-Z" donde X, Y, Z, -X,
-Y y -Z son los ligandos que participan en la coordinacion del i6n ca” y los puntos son otros
residuos intervinientes (Lewit-Bentley y Réty, 2000). Segun el grado de conservacién en la
secuencia de aminoacidos de estos dominios respecto a la secuencia candnica, las CBLs se
pueden clasificar en proteinas con un dominio “EF-hand” canénico (AtCBL6, 7, 8, 10), con dos
dominios “EF-hand” canénicos (AtCBL1, 9) y con ningun dominio “EF-hand” candnico (AtCBL2,
3, 4, 5) (Kolukisaoglu et al., 2004). Al igual que en las proteinas NCS, el primer dominio “EF-
hand” de todas las isoformas CBL parece ser incapaz de unir Ca”.Enla mayoria de los casos,
se debe a cambios en los residuos de enlace a calcio localizados en los sitios 1(X) y/o 3(Y) por
aminoacidos carentes de oxigeno como Ala, Val, lle o Cys (Kolukisaoglu et al., 2004). Las
diferencias en la composicion aminoacidica de los dominios “EF-hand” pueden producir
diferentes afinidades, e incluso diferentes mecanismos, de union a Ca*".

Debido a que el numero de dominios “EF-hand”, asi como el espaciamiento entre ellos,
esta totalmente conservado en todas las isoformas de CBL (Kolukisaoglu et al., 2004), se
puede sugerir una estructura tridimensional comun en todas las CBLs de plantas. La resolucién
de las estructuras cristalinas de AtCBL2 y SOS3(AtCBL4) mostré unas estructuras con un
plegamiento global similar a la de las proteinas CNB y NCS (Nagae etal.,, 2003). Una
diferencia destacable al comparar estas estructuras fue su capacidad de unién a Ca®', mientras
que AtCBL2 posee dos iones Ca*, coordinados en el primer y el cuarto dominio “EF-hand’, la
molécula de SOS3 cristalizd con iones de Ca®* saturando los cuatro dominios “EF-hand”.
Curiosamente, al determinar las estructuras cristalinas de los complejos formados por estas
mismas CBLs y el fragmento C-terminal de su correspondiente CIPK se observaron cambios de
nuevo en su contenido de Ca®*. El complejo SOS3/SOS2(CIPK24)Ct tiene solo dos iones de
Ca®* en los dominios “EF-hand” 1 y 4, respectivamente, y por el contrario, el complejo
AtCBL2/CIPK14Ct tiene 4 iones Ca”* alojados en sus 4 dominios “EF-hand” (Sanchez-Barrena

etal.,, 2007b, Akaboshi et al.,, 2008). Esta variabilidad sugiere que solo sefales de ca”
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especificas son capaces de promover el cambio conformacional requerido en la molécula de
CBL para interactuar con su correspondiente CIPK. Una CBL podria interactuar con diferentes
CIPK dependiendo del numero de cationes de ca” ligados, lo que a su vez dependeria de las
caracteristicas de la sefial de Ca®".

Como se ha mencionado anteriormente, algunos sensores de Ca”" CBL contienen
secuencias caracteristicas que determinan su localizacién subcelular y les permiten llevar a
cabo su funcién en diferentes compartimentos subcelulares. En animales, tanto calcineurina B,
como casi todos los NCS presentan al inicio de la proteina la secuencia consenso MGXXXS/T
que determina la union de acido miristico al residuo de glicina (Farazi et al., 2001). En las CBLs
el consenso es MGCXXS/T, por lo que ademas de la miristoilacion de la glicina, probablemente
ocurre la S-palmitoilacion de la cisteina, como se ha demostrado para CBL1 de Arabidopsis
(Batistic et al., 2008). Un analisis filogenético demuestra que las proteinas CBL de algas y
también algunos miembros de la familia de proteinas CBL de helecho y musgo albergan este
consenso para acilacion. Esta caracteristica estructural no aparece en dos proteinas CBL del
musgo, tres proteinas CBL de helecho, y seis proteinas CBL de Arabidopsis y arroz,
respectivamente. Estos datos sugieren la hipétesis de que las CBLs originales contenian este
motivo de modificacion lipidica, y que durante la evolucion, se produjo una diversificacién
estructural de las proteinas CBL, dando lugar a nuevas CBL que no comparten este motivo
original, lo que pudo haber resultado en localizaciones subcelulares alternativas (Batisti€¢ y
Kudla, 2009).

La miristoilacion juega un papel esencial en la interaccidon proteina-proteina asi como
en la unioén o asociacion de la proteina a las membranas bioldgicas (Resh, 1999). No obstante,
la miristoilacion puede no proporcionar la hidrofobicidad requerida para permitir el anclaje de
las proteinas miristoiladas a las membranas y se precisan otros eventos que permitan
estabilizar dicha union (Batistic et al., 2008). Este es el caso de la S-palmitoilacién, la union
covalente de un acido palmitico a un residuo de cisteina adyacente a la glicina miristoilada, lo
que aumenta su hidrofobicidad y permite una unidon mas robusta de la proteina a la superficie
citoplasmatica de las membranas (Bijimakers y Marsh, 2003; Huang y El-Husseini, 2005). En
todas las CBLs que poseen el dominio de miristoilacion, se observa un residuo de cisteina tras
el residuo conservado de glicina, lo que sugiere que las CBLs miristoilables son susceptibles de
ser palmitoiladas. Esta doble modificacion lipidica de las proteinas CBLs puede desempefar un
papel determinante en la localizacion en la membrana de estos sensores, asi como de las
proteinas quinasas con las que interactuan, permitiendo asi la fosforilacion de proteinas
substrato asociadas a la membrana. Ademas, la palmitoilacion es una modificacién reversible,
por lo que podria proporcionar un nivel adicional de regulacion mediante la asociacién temporal
a las membranas (Bijlmakers y Marsh, 2003).

Las caracteristicas del sistema CBL/CIPK sugieren en un principio un numero elevado
de combinaciones posibles. Sin embargo, se ha demostrado la formacién preferencial de
complejos entre determinadas CBLs y CIPKs, hecho que se ha interpretado como uno de los

principales mecanismos de especificidad en este tipo de vias de sefializacién (Guo et al., 2001;
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Albrecht et al., 2001). Estos resultados demuestran que, si ante una determinada situacion una
célula vegetal tuviera que procesar de manera simultanea distintas sefiales de calcio, la
selectividad en la formacién de los complejos CBL/CIPK permitiria mantener la especificidad en
la transmision de la sefal.

La localizacién temporal y espacial de las CBLs y las CIPKs tanto a nivel celular como
en la planta completa difiere significativamente de unas a otras, de manera que la presencia y
la localizacion de los elementos implicados en la transmision de una determinada sefial de Ca**
es crucial para su correcta descodificacion. Un ejemplo que muestra la capacidad del sistema
CBL/CIPK para generar especificidad se observa en los sensores CBL1 y CBL9, ambas
proteinas comparten el 90% de su secuencia de aminoacidos, sin embargo, los diferentes
fenotipos observados en sus mutantes de falta de funcién revelan funciones distintas. CBL1 y
CBL9 se expresan en la estela del cilindro vascular y en el apice de la raiz (Pandey et al.,
2004a), pero mientras que la expresion de CBL1 se induce por estrés hidrico, salino y frio y es
independiente del ABA (Albrecht et al., 2003), la expresion de CBL9 se induce especificamente
por acido abscisico (Pandey et al., 2004a). A pesar de las diferencias observadas entre los
patrones de expresion de CBL1 y CBL9, ambas son capaces de activar la quinasa CIPK23
regulando finalmente a los transportadores de K™ AKT1 y HAK5 (Li etal., 2006a; Xu etal.,
2006; Ragel et al., 2015; Scherzer et al., 2015). Por otro lado, se ha determinado que CIPK9 se
expresa de manera ubicua en los tejidos de la planta excepto en raices y se induce
principalmente por ABA y débilmente por estrés salino e hidrico (Gong et al., 2002a), mientras
que la expresion de CIPK8 se localiza principalmente en la raiz y no se induce por ningun tipo
de estrés (Gong etal., 2002b). Estos ejemplos nos muestran que la especificidad en la
expresion de las distintas isoformas de CBLs y CIPKs y su solapamiento diversifican y mejoran
las posibilidades del sistema para responder de una forma dinamica ante las condiciones
ambientales y las necesidades del desarrollo.

Por otra parte, las diferencias observadas en cuanto a las funciones llevadas a cabo
por proteinas CBLs estructuralmente muy parecidas, apuntan a la existencia de niveles
adicionales de regulacién funcional mediante modificaciones postraduccionales tales como
fosforilacion o acilacion (Batistic y Kudla, 2009). Algunas CBLs presentan sitios de
miristoilacién que les permiten asociarse a determinados compartimentos subcelulares como la
membrana plasmatica (Batistic y Kudla, 2004), dirigiendo asimismo la localizacion de su
complejo CBL/CIPK. Esta especificidad en la localizacion de las proteinas CBL proporciona la
separacion espacial necesaria de los procesos de sefializacion en respuesta a diferentes
estimulos para que puedan ser procesados al mismo tiempo.

Por el contrario, la secuencia de las CIPKs no presentan sefales que determinen su
localizacion subcelular (Kolukisaoglu et al., 2004) por lo que ésta dependera del sensor CBL
con el que interaccionen. En cuanto a la localizacion de los complejos CBL/CIPK, se han
determinado patrones de expresion especificos segun el tejido y el estado de desarrollo que

sugieren distintas funciones para un mismo complejo CBL/CIPK dependiendo del 6rgano donde
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se exprese, asi como una misma funcién para distintos complejos que se expresan en el

mismo tejido.

Tipo de sefalizacion I Il 1]

Frio y estrés osmético
lénico

@ @ @
/N ~N

Mensajeros ABA <«—3 H,0, PA. «— apa —> G
secundarios \
\ / Ca®*
v
MAPKKK CDPK SOS3
Cascada de
fosfoproteinas l
MAPKK Fosfoproteinas S0Ss2
MAPK Factores de Transportadores
/ \ transcripcion i6nicos
Productos Antioxidantes | | Osmolitos | | Proteinas LEA | | Homeostasis idnica

Figura 1.2. Principales rutas de sefalizacion en plantas durante el estrés abioético. Se representan
las moléculas sefializadoras, cascadas y productos de los tres tipos principales de rutas de sefializacion
en plantas. El tipo | representa la ruta de sefalizacion de las cascadas de MAP quinasas implicadas en la
produccion de osmolitos y en la degradacion de ROS. El tipo Il representa la ruta de sefalizacion
dependiente de Ca?" mediada por las proteinas quinasas CDPKs que tiene como resultado la produccién
de proteinas de respuesta a estrés, como es el caso de las proteinas LEA. El tipo Il se corresponde con
la ruta de activacion de transportadores i6nicos mediante la formacion de complejos CBL/CIPK, que en
este caso esta representada por la ruta SOS (Adaptado de Xiong et al., (2002)).

5. El transporte idnico en las plantas

La nutricion mineral de las plantas tiene lugar a través de la actividad de los
transportadores iénicos, encargados de absorber los elementos nutritivos desde el sustrato y
de su distribucion intra e intercelular en la planta, asi como la expulsion de productos de

desecho de las rutas metabdlicas y de otras sustancias téxicas (Saier, 2000).
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Se han identificado mas de 800 genes en el genoma de Arabidopsis que codifican
proteinas de membrana, de las cuales el 65% funcionan como transportadores de iones y
compuestos organicos (Saier, 2000). Las proteinas encargadas del transporte idnico se pueden
clasificar, segun las necesidades energéticas, en bombas, canales y transportadores (Sussman
y Harper, 1989). Los canales realizan un transporte rapido y pasivo a favor del gradiente, en
este caso el coste energético es nulo. Las bombas utilizan directamente la energia obtenida a
través de la hidrolisis de ATP o del pirofosfato para el transporte de iones en contra del
gradiente electroquimico. Sin embargo, a diferencia de las levaduras, las plantas vasculares no
pueden expulsar Na* directamente a través de bombas ATPasa (Serrano y Rodriguez-Navarro,
2001). Los transportadores llevan a cabo un transporte activo que se realiza a expensas de un
gradiente de H" (potencial electroquimico de protones) creado a ambos lados de la membrana,
pueden ser uniportadores, que transportan una molécula a favor de gradiente, o antiportadores
y simportadores, que mueven simultaneamente dos moléculas, una a favor y otra en contra de
gradiente, en direccidon opuesta o en la misma direccion respectivamente (Chrispeels et al.,
1999). En plantas los transportadores que participan en el transporte de Na* son antiportadores
cation/H”, canales y uniportadores/simportadores.

Estudios filogenéticos del genoma de Arabidopsis han permitido identificar una amplia
familia de transportadores cation/H" que se ha clasificado en cuatro subfamilias con afinidad
por Ca®*, Na*, K y Mg?* (CaCA, NhaD, CPA1 y CPA2) (Maser et al., 2001).

- Subfamilia CaCA: Esta formada por 11 intercambiadores Ca®*/H" llamados CAX1-
11. Algunos de los miembros de esta subfamilia también pueden transportar Mn?* y
Cd®* (Cheng et al., 2002).

- Subfamilia NhaD: Estd compuesta unicamente por dos miembros (NHD1 y NHDZ2)

que muestran cierta similitud con antiportadores Na'/H" bacterianos (Pardo et al.,
2006; Furumoto et al., 2011).
- Subfamilia CPA1: Esta compuesta por 8 miembros NHX1-6, SOS1(NHX7) y NHX8.

Los antiportadores catién/H” NHX1-6 son antiportadores vacuolares, SOS1 es un

antiportador Na*/H" de membrana plasmatica y NHX8 es un antiportador Li'/H" de
membrana plasmatica (Blumwald, 2000; Qiu et al., 2002, An et al., 2007; Barragan
et al, 2012).

- Subfamilia CPA2: Esta subfamilia incluye 28 intercambiadores catién/H” CHX y 5
homaélogos del antiportador K'/H* AtKEA1 (Pardo et al., 2006).

Los miembros de la familia HKT pertenecen a la superfamilia de transportadores de K*
SKT presentes en bacterias, arqueas, hongos y plantas (Levin y Zhou, 2014) y pueden
presentar dos tipos diferentes de transporte, un simporte de K* y Na* de alta afinidad o un
uniporte de Na* de baja afinidad, habiéndose propuesto también su papel en la toma de Na* y
su recirculacién en plantas sometidas a estrés salino (Rubio et al., 1995; Rus etal., 2001;
(Laurie etal., 2002; Apse y Blumwald, 2007). Los distintos transportadores HKT muestran

selectividad idnica variable cuando se expresan en sistemas heterdlogos. El analisis
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filogenético realizado mediante la comparacion de secuencias de aminoacidos en distintos
transportadores HKT de mono y dicotiledéneas llevé al establecimiento de 2 subfamilias
(Platten et al., 2006). Los miembros de la subfamilia 1 (HKT1;n) se encuentran representados
tanto en mono como en dicotiledéneas y muestran especificidad por Na*, posiblemente debido
a la presencia de una serina en el primer bucle del poro. Los transportadores de la subfamilia 2
(HKT2;n) pertenecen exclusivamente a monocotiledéneas, transportan Na* y K, y la serina
tipica de la subfamilia 1 se encuentra sustituida por una glicina (excepto en OsHKT2;1, que
funciona como uniportador de Na*). Se ha sugerido que la principal funcién del inico miembro
de esta familia en Arabidopsis, AtHKT1 (o AtHKT1;1), es el transporte a larga distancia de Na”.
En presencia de estrés salino, AtHKT1 descargaria Na* del xilema y favoreceria la acumulacion
preferente de este cation en raiz, protegiendo asi al tejido foliar de los dafios causados por su
excesiva acumulacion en la parte aérea. Ademas, de forma indirecta, favorece la acumulacion
de K" en parte aérea mediante la activacion por despolarizacién celular de canales de salida de
K" (Rus etal., 2004; Sunarpi etal., 2005; Davenport etal., 2007; revisado en Horie etal.,
(2009); Yao et al., 2010).

Los canales no selectivos de cationes (NSCC, del inglés Non-Selective Cation
Channels) se encuentran tanto en membrana plasmatica como en tonoplasto, habiéndose
identificado 40 posibles miembros de este grupo en el genoma de Arabidopsis (Maser et al.,
2001; Shabala et al., 2007). Muestran gran afinidad por cationes frente a aniones pero no
discriminan entre Na* y K*, aceptandose su papel como principales causantes de la entrada de
Na® en la planta, asi como en la pérdida de K' inducida por NaCl (Shabala etal., 2006;
Demidchik y Maathuis, 2007). Se incluyen en esta familia los canales dependientes de
nucledtidos ciclicos (CNGC) y los receptores de glutamato (GLRs) (Leng etal., 2002;
Demidchik et al., 2004).

5.1. Regulacién del transporte y distribucion de Na*

Para lograr la homeostasis global, la planta debe regular de una forma precisa el
transporte de Na* a través de procesos como la carga en el xilema desde la raiz, la descarga
en hojas para su compartimentacion o la recirculacion desde la parte aérea a la raiz para su
expulsiéon (Munns, 2002; Berthomieu etal., 2003) y coordinar estos procesos con los
mecanismos reguladores de los niveles de Na” intracelular, evitando asi que alcance niveles
téxicos que puedan interferir con procesos celulares vitales como la fijacién del carbono y la

asimilacion de nutrientes.

5.1.1. Absorcion del Na*

Dado que las raices son el sitio de contacto de la planta con el medio ambiente, su
respuesta y comportamiento adaptativo forman la primera linea de defensa contra el dafio por
estrés salino. La absorcion de Na tiene lugar inicialmente a nivel de las células epidérmicas y

corticales de la raiz. EI Na* es transportado en un flujo radial por el cértex de la raiz, a través de
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las vias apoplastica y simplastica, hasta llegar a la endodermis, donde se encuentra con una
barrera impermeable formada por la banda de Caspari, que obliga al flujo a seguir por la via
simplastica. El estrés salino favorece la rapida maduracién de la banda de Caspari en raices de
algoddén, mientras que el crecimiento en condiciones de alta humedad y baja transpiracion
produce la formacion de raices con endodermis mas permeables (Hose et al., 2001; Enstone
et al.,, 2002). Sin embargo, una parte del flujo puede continuar por la via apopastica gracias a
las discontinuidades que presenta la endodermis en los apices radicales y en las zonas de
emergencia de las raices secundarias (Tester y Leigh, 2001). En base a estudios bioquimicos y
electrofisioldgicos, Tester y Davenport (2003) clasificaron las vias de entrada de Na® por la raiz
en tres grupos: simplasticas sensibles a ca”, simplasticas independientes de ca” y
apoplastica. La contribucién de cada una de estas vias de absorcion varia en funciéon de la

especie y las condiciones de cultivo.

- Transporte simplastico dependiente de Ca”": Se ha observado que los efectos toxicos
producidos por el Na* se pueden aliviar mediante la adicién de hasta 10 mM de Ca® ala
solucién externa (Cramer et al., 1985). Este efecto se debe en parte a la activacion del Ca** de
la ruta SOS (Liu y Zhu, 1998) pero también a la inhibicion del flujo de entrada de Na®
(Davenport y Tester, 2000), siendo los canales no selectivos de cationes (NSCCs) la via mas
probable de entrada de Na® sensible a ca® (Amtmann et al., 1999; Tyerman y Skerrett, 1998;
Zhu, 2003; Rus et al., 2004). Los NSCCs se caracterizan por su escasa discriminaciéon entre
cationes monovalentes, incluso algunos de estos canales también son permeables a cationes
divalentes como Mg2+ y ca” (Demidchik y Tester, 2002). En Arabidopsis existen dos grandes
familias de NSCCs, los canales activados por nucleétidos ciclicos (CNGCs) y los canales
activados por glutamato (GLRs) (Lacombe et al., 2001; Leng et al., 2002). La familia de canales
CNGC de Arabidopsis incluye 20 miembros (Talke etal.,, 2003) de los cuales 5 han sido
caracterizados (AtCNGC1, 2, 3, 4y 10) (Leng et al., 2002; Balagué et al., 2003a; Li et al., 2013;
Gobert et al.,, 2006). Se ha demostrado que bajo condiciones de estrés salino se induce la
expresion de AfCNGC1, AtCNGC19 y AtCNGC20 en raiz y de A{CNGC3, A{CNGC8 y
AtCNGC19 en la parte aérea de la planta (Maathuis, 2006). Ademas, la inhibicion del flujo de
entrada de Na® en la planta tras la adicion de analogos de nucleétidos ciclicos sugiere la
importancia de los CNGCs en la tolerancia a salinidad (Maathuis y Sanders, 2001).
Probablemente, la inhibicion por Ca®* de los canales NSCC disminuya la adquisicién de Na* en
los mutantes sos y alivie el fenotipo de deficiencia de K* en medios pobres en este nutriente
(Pardo etal.,, 2006). Sin embargo, los efectos inhibidores de los nucleétidos ciclicos
observados en plantas estan en contraste con los resultados obtenidos cuando se expresaron
estas proteinas de plantas en sistemas de expresiéon heterélogos, como oocitos de Xenopus y
levaduras, en los que los nucleétidos ciclicos activaron corrientes de cationes no selectivas.
Estos resultados indican que la mejora de la halotolerancia producida por la adicion de
nucleétidos ciclicos parece deberse mas bien a la activacién de alguna otra proteina que a la

activacién de los CNGCs. Un posible candidato es el antiportador Na'/H" SOS1, ya que entre
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los aminodcidos 745 y 997 contiene un dominio putativo de unién a nucledtidos ciclicos
(Quintero et al., 2011). Por otra parte, también se ha sugerido la implicacién de los canales
activados por glutamato (GLRs) en la entrada de Na*, debido a que la adicién de glutamato
produjo un aumento de la toma de este catién en plantas. Ademas, estas proteinas muestran
una gran similitud con los receptores ionotrépicos de glutamato presentes en las neuronas de
animales vertebrados (iGLRs), que controlan la transmisién del impulso nervioso mediante el
transporte de cationes de Na®, K* y Ca®* (Lam etal, 1998). Sin embargo, los GLRs
caracterizados hasta la fecha muestran actividad nula o una actividad independiente de
glutamato (Tester y Davenport, 2003). Estos resultados, junto con el incremento transitorio del
nivel de Ca®* en el citosol en presencia de glutamato en Arabidopsis, sugieren la implicaciéon de
estas proteinas en la entrada de ca” y no Na’ en la célula (Demidchik et al., 2004; Qi et al.,
2006).

- Transporte simplastico independiente de Ca®*: La entrada de Na' insensible a Ca**
esta causada, al menos en parte, por el componente insensible a Ca” de los NSCC (Tester y
Davenport, 2003), sin embargo, otra parte del influjo de Na' podria deberse a la entrada a
través de transportadores HKT. El primer transportador de este tipo, TaHKT1, se aislé de una
genteca de cDNA de trigo por su capacidad de complementar el fenotipo de deficiencia de K*
de una cepa mutante de S. cerevisiae carente de los transportadores endégenos de K™ Trk1 y
Trk2, por lo que inicialmente se pensé que participaba en la nutricién de K como simporte
K*/H" (Schachtman y Schroeder, 1994). Posteriormente, estudios mas detallados en oocitos de
Xenopus y en levaduras, demostraron que TaHKT1 cataliza un simporte de alta afinidad de Na"
y K"y, a concentraciones mas elevadas de Na®, se comporta como uniporte de Na* de baja
afinidad, siendo este flujo aparentemente insensible a ca® (Rubio et al., 1995; Tyerman y
Skerrett, 1998). En monocotiledéneas, los transportadores HKT esta representados por un
numero variado de genes, mientras que dicotiledoneas suelen existir sélo uno o dos genes de
este tipo. Los genes Kna1, Nax1y Nax2 de trigo, seleccionados por su capacidad para conferir
tolerancia a salinidad, resultaron codificar transportadores HKT. El papel de estos loci de trigo
consiste en mantener un bajo contenido de Na® y un alto cociente K'/Na* en las hojas (Gorham
et al., 1990; James et al., 2006; Byrt et al., 2007). En Arabidopsis, el Unico representante de
esta familia es el gen AtHKT1. Analisis genéticos y electrofisiolégicos indican que esta proteina
es un transportador especifico de Na*. Su expresién en oocitos de Xenopus y levadura muestra
que actia como un uniportador especifico de Na* (Uozumi et al., 2000), aunque por razones
que se desconocen también en puede complementar a un mutante de E. coli deficiente en la
toma de K. Los mutantes hkt1 de Arabidopsis son sensibles a estrés salino y muestran una
mayor acumulacién de Na* en la parte aérea y un menor contenido en la raiz con respecto a la
planta silvestre (Rus et al., 2001; Maser et al., 2002; Berthomieu et al., 2003; Rus et al., 2006),
esta diferencia no se debe a una reduccién significativa en la absorcién de Na® por las raices
por la ausencia de AtHKT1 (Essah et al., 2003), como se postuld inicialmente, cuando se aislé

el mutante hkt1 como un supresor parcial de la hipersensibilidad a Na* del mutante sos3 (Rus
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et al., 2001). Puesto que la expresion de AtHKT1 se localiza en las células parenquimaticas del
xilema y del floema, se sugiri6 que su funcidon estaria relacionada principalmente con el
transporte a larga distancia, recirculando el Na® desde el floema. Sin embargo, estudios
posteriores demostraron que la funcién promordial de AtHKT1 consiste en descargar el Na” del
xilema a las células del parénquima, lo que explica la distribucién anémala de este cation en el
mutante hkt1. La accion de AtHKT1 se ha de coordinar con el flujo de descarga de Na* hacia el
xilema mediado por SOS1 (Berthomieu et al., 2003; Sunarpi etal., 2005; Rus et al., 2006;
Davenport et al. 2007; Olias et al. 2009).

Se ha sugerido que AtHKT1 regularia la distribucién de K™ en la planta, favoreciendo
una mayor acumulacion en parte aérea y menor en la raiz, pero dado que este transportador no
muestra afinidad por el K', se deberia a un efecto indirecto provocado por la acumulacién de
Na® en las células parenquimaticas del xilema, que activaria por despolarizacién a los canales
de salida de K" (Rus et al., 2004; Sunarpi et al., 2005; Mgller et al., 2009; Xue et al., 2011).

- Via apoplastica: La endodermis suele presentar discontinuidades en zonas como el
apice de la raiz o el inicio de raices secundarias, que son aprovechadas para la entrada de Na*
a través de la via apoplastica. Este mecanismo es particularmente relevante en algunas
especies como el arroz (Yeo et al., 1987; Yadav et al., 1996), mientras en el resto la entrada de
iones en el periciclo de la raiz se produce mayoritariamente por la via simplastica. En plantas
de arroz, la tolerancia a Na“ es independiente de ca” y se ha observado una correlacion entre
toma de Na" y flujo apoplastico (Yadav et al., 1996; Yeo et al., 1999). Estos datos sugieren que
en arroz la principal ruta de entrada de Na’ no es a través de la via simplastica, sino de
discontinuidades en la endodermis en apices radiculares o puntos de emergencia de raices
secundarias. La contribucién de esta via de entrada de Na’ varia mucho en funcién de las
especies, por ejemplo en trigo, la entrada de Na* a través de la via apoplastica es diez veces
menor que en arroz (Garcia et al., 1997). En Arabidopsis, la contribuciéon de cada una de estas
tres vias a la toma de Na’ es similar, cuando se cultivaron en medios con bajas

concentraciones de Ca?* (Essah et al., 2003).

5.1.2. Acumulacion de Na* en la vacuola

La compartimentacion del exceso de Na* en las vacuolas es un mecanismo adaptativo
de vital importancia en la tolerancia de las plantas al estrés salino, siendo una manera eficaz de
evitar los efectos toxicos de la presencia de Na* en el citosol. Ademas de evitar la toxicidad, la
compartimentacién en la vacuola permite su ajuste osmoético, facilitando la toma de agua
(Hasegawa et al., 2000; Blumwald, 2000). El transporte de Na” a la vacuola se lleva a cabo
mediante antiportadores vacuolares Na'/H". La energia necesaria para el transporte de Na* a
través del tonoplasto proviene del gradiente electroquimico de protones generado por la H'-
ATPasa (V-ATPasa) y la H'-pirofosfatasa (V-PPasa) (LUttge y Ratajczak, 1997; Blumwald,

2000; Gupta y Huang, 2014). La compartimentacion de Na® en la vacuola tiene lugar en todos
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los tejidos de la planta y constituye un mecanismo esencial para el ajuste osmoético y para
evitar la toxicidad i6nica en el citosol.

El primer intercambiador cation/H” vacuolar de plantas identificado fue AtNHX1
(Gaxiola etal., 1999). Los transportadores de la familia NHX se pueden clasificar en dos
grupos: los de clase | (AtNHX1-4) se localizan en la vacuola y catalizan intercambio Na'/H" y
K*/H* con la misma afinidad, mientras que los de clase Il (AINHX5 y 6) son endosomales y
muestran preferencia por el K* (Yokoi et al., 2002; Venema et al., 2003; Pardo et al., 2006;
Jiang etal.,, 010; Bassil etal.,, 2011a). Varios estudios indican que la sobreexpresion
constitutiva de los transportadores vacuolares aumenta la halotolerancia de varias especies
vegetales, como es el caso del antiportador AtNHX1 de Arabidopsis, cuya sobreexpresion
constitutiva aumenta considerablemente la tolerancia a salinidad en levadura (Aharon et al.,
2003), en Arabidopsis (Apse et al., 1999), en tomate (Zhang y Blumwald, 2001), en Brassica
napus (Zhang etal., 2001) y en algodén (He etal., 2005), ademas de un aumento en el
contenido de Na® en sus tejidos (Apse etal., 1999; Zhang y Blumwald, 2001; Zhang et al.,
2001; Agarwal et al., 2013). Por otro lado, el mutante atnhx? de Arabidopsis mostré una mayor
sensibilidad a Na* y una actividad antiportadora Na'/H" en la vacuola significativamente menor
(Apse et al., 2003). Estas observaciones, junto con el hecho de que la expresién de AtNHX1 en
el sistema de expresion heterdloga de levadura suprimio el fenotipo de sensibilidad a Na* y Li*
de la cepa mutante nhx1 (Gaxiola et al., 1999; Quintero et al., 2000), sugirieron inicialmente un
papel de las proteinas NHX en la compartimentacién vacuolar de Na* en plantas sometidas a
condiciones de estrés salino. Sin embargo, las medidas de los contenidos idbnicos no mostraron
una correlacion definitiva entre la mayor tolerancia a salinidad y una mayor acumulacién de Na*
en la vacuola (Pardo et al., 2006; Rodriguez-Rosales et al., 2008; Jiang et al., 2010). Diversos
ensayos de transporte concluyeron que el transportador de Arabidopsis AtNHX1 cataliza los
antiportes Na“/H" y K'/H" con la misma afinidad (Zhang y Blumwald, 2001; Venema et al.,
2002; Hernandez etal., 2009). Por otro lado, Leidi etal. (2010) determinaron que la
sobreexpresion de AtNHX1 en plantas de tomate produjo plantas mas tolerantes al estrés
salino y con una mayor acumulacién de K* en la vacuola, mientras que los contenidos de Na*
permanecieron inalterados. Estos datos apuntan a que la funcidn fisiolégica de AtNHX1 seria el
transporte de K™ a la vacuola, estimulando de manera indirecta la absorcién de K por las
raices, los iones de K* pueden recircular entre el citoplasma y la vacuola, mientras que el Na*
quedaria secuestrado en la vacuola (Jiang et al., 2010). También la sobreexpresion de LeNHX2
en plantas de tomate dio lugar a unas plantas mas tolerantes a salinidad, con una mayor
acumulacién de K* pero no de Na* en sus tejidos, sugiriendo que el incremento de tolerancia
podria estar determinado por una mejora en la homeostasis de K (Huertas et al., 2013).

La selectividad de cationes de AtNHX1 parece estar regulada por su extremo C-
terminal, a través de la uniéon con una proteina similar a la calmodulina, AtCaM15, la cual
interacciona con el C-terminal de AtNHX1 de una manera dependiente de ca* y de pH
(Yamaguchi et al., 2005). La interaccion con AtCaM15 disminuye la actividad transportadora de

Na® de AtNHX1, mientras se mantiene la actividad de transporte de K'. Dado que, en
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condiciones fisioldgicas normales, la vacuola mantiene una alta concentracion de ca® y un pH
ligeramente &cido, la interaccién con AtCaM15 y AtNHX1 favoreceria el intercambio K'/H". Sin
embargo, bajo condiciones de estrés salino, que a menudo conlleva la alcalinizacion vacuolar
(Okazaki et al., 1996; Gruwel et al., 2001), la disociacion de AtCaM15 resultaria en un aumento
de la actividad antiportadora Na'/H" de AtNHX1 y la promocién de la compartimentacion de Na*
en las vacuolas (Yamaguchi et al., 2005).

La proteina AtNHX2 presenta una homologia del 87,5% con AtNHX1, ambas muestran
una expresion ubicua en la planta que se induce por estrés salino, estrés osmaético, KCI, y ABA.
Se ha sugerido que debido a las similitudes entre ambas proteinas pudiera existir un
solapamiento funcional (Quintero et al., 2000; Shi y Zhu, 2002; Yokoi et al., 2002b; Li et al.,
2004; Bassil et al., 2011b; Barragan et al., 2012). En ausencia de estrés, los mutantes simples
nhx1 y nhx2 no mostraban ningun fenotipo, mientras que a altas concentraciones salinas
mostraron una ligera reduccién de la germinacion, menor acumulacién de Na* en la parte aérea
y mayor en la raiz, ademas mostraron hipersensibilidad a concentraciones extremas de K.
Estos resultados de nuevo sugieren la implicacién de estas proteinas en la homeostasis de K*
en la planta (Barragan et al., 2012). El doble mutante nhx1 nhx2 mostré importantes defectos
en el crecimiento y en el desarrollo de las plantas, que parecen estar mas relacionados con el
papel de estos transportadores en la homeostasis de K* que en la homeostasis del Na*, ya que
los mutantes nhx1 nxh2 muestran una menor concentracién de K* en las vacuolas que las
plantas silvestres, ademas de un pH mas acido que éstas y una menor actividad transportadora
K*/H" en el tonoplasto y un mayor contenido de K* en el citosol, donde se acumulé al no poder
ser importado a la vacuola, ademas se observé la presencia de estomas aberrantes (Bassil
et al., 2011; Barragan et al., 2012; Andrés et al 2014).

En cuanto a otros transportadores NHXs que se localizan en el tonoplasto, se observé
que los mutantes nhx3 presentaron un menor crecimiento ante medios deficientes en K* y una
menor acumulaciéon de este catién asi como concentraciones mas elevadas de Na’ en
comparacion con las plantas silvestres (Liu et al., 2010). Mientras que en condiciones de estrés
salino, la sobreexpresiéon de NHX3 produjo plantas con una mayor capacidad antiportadora
K'/H" y mejor germinacién y crecimiento. Por otro lado, los mutantes de pérdida de funcién
nhx4 muestran una mayor tolerancia a altas concentraciones de Na* y una menor acumulacién
de este catién, ademas, la expresion de NHX4 en E. coli aumenta su sensibilidad a Na*, efecto
que se hace mas patente cuando se utiliza la proteina truncada en su extremo C-terminal, que
parece actuar como un dominio regulador. Estos resultados sugieren la importancia de estas
proteinas en la regulacién de la homeostasis de K* y Na* respectivamente (Wang et al., 2007;
Li et al., 2009; Liu et al., 2010).

Hasta la fecha, no se ha identificado ningun transportador vacuolar especifico para Na;
por lo que aun se desconoce la proteina responsable de la acumulacion de este cation en dicho
compartimento. Ademas de la existencia de un transportador vacuolar especifico, conviene

considerar la posibilidad de que la carga de Na* a la vacuola esté mediada por procesos de
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pinocitosis, en el que vesiculas derivadas de la membrana plasmatica, cargadas de Na’,
terminen fusionandose a la vacuola, liberando el catién en el lumen (Balnokin et al., 2007).
Debido a que la sal mas abundante presente en el suelo esta en forma de NaCl, la
mayoria de los estudios se basan en el transporte y compartimentacién de Na®, pero también la
compartimentacién de los iones de CI es un factor clave para la tolerancia a salinidad, ya que
concentraciones elevadas de este anion en el citosol pueden ser perjudiciales, especialmente
en determinados cultivos como los citricos (Xu et al., 1999). Los aniones de CI llegan a la
vacuola a través de canales idnicos y se han detectado varios canales de aniones
dependientes de voltaje pertenecientes a la familia CLC en el tonoplasto de varias especies
vegetales. Diédhiou y Golldack (2006) observaron una regulacidon coordinada en la
homeostasis de aniones y cationes en plantas de arroz sometidas a estrés salino y sugirieron
que OsCLCc esta relacionado con el ajuste osmético en condiciones de alta salinidad. Diversos
estudios sugieren que los canales anionicos de tipo CLC son importantes mediadores de la

compartimentacién de CI en la vacuola.

5.1.3. Expulsién y transporte de Na® a larga distancia

Una vez que el Na* es absorbido, debe ser excluido del citosol para evitar su toxicidad.
En células maduras, el exceso de Na* que se acumula en el citoplasma de las células se
elimina por extrusion o mediante compartimentacién vacuolar, ambos mecanismos se
coordinan para que la entrada de Na* no supere la capacidad de almacenamiento. Las células
meristematicas carecen de un sistema vacuolar desarrollado, por lo que para ellas el
mecanismo mas eficiente de exclusion del Na® es la extrusion. El flujo de Na* hacia el exterior a
través de la membrana plasmatica de las células de la raiz es un mecanismo del que aun se
desconocen muchos detalles, no obstante, este mecanismo se ha considerado hasta este
momento como la principal via para evitar la acumulacién de Na* en el citosol de las células
radiculares (Britto y Kronzucker, 2015). Sin embargo, la literatura muestra datos contradictorios
en cuanto a la idea de que una alta tasa de extrusion se relaciona con plantas mas tolerantes a
salinidad. Por ejemplo, las plantas haléfitas no muestran una mayor tasa de extrusiéon de Na*
que las plantas glicofitas (Britto y Kronzucker, 2015), mientras que algunos autores sugieren
que la sensibilidad al estrés salino del maiz esta relacionada con su capacidad de extrusion de
Na® desde la raiz (Schubert y Lauchli, 1986).

La extrusién del Na® desde una célula podria afectar a las células adyacentes, por lo
que para evitar los efectos toxicos su distribucion por la planta debe llevarse a cabo de una
forma coordinada a través del xilema y el floema (Tester y Davenport, 2003). En condiciones
fisiologicas, el gradiente electroquimico de Na® a través de la membrana plasmatica establece
que el influjo de este idn es pasivo y no precisa energia, en cambio, su eflujo se realiza en
contra de dicho gradiente y por consiguiente requiere un gasto de energia. Las plantas
vasculares, a diferencia de los hongos y plantas no vasculares, carecen de ATPasas de Na*

(Benito y Rodriguez-Navarro, 2003), por lo que la extrusiéon de Na® del citosol se alcanza
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mediante la actividad de antiportadores Na’/H* de la membrana plasmatica, que actian
expulsando el exceso de Na® citosélico de manera acoplada a la disipacion del gradiente de
protones generado por las H'-ATPasas de la membrana plasmatica. Basado en ensayos de
transporte, en su patron de expresion y en el fenotipo de los mutantes de pérdida de funcion,
se ha identificado al antiportador Na*/H"* SOS1 como la principal proteina implicada en el eflujo
de Na* (Wu et al., 1996; Zhu et al., 1998; Liu y Zhu, 1998; Shi et al., 2000; Qiu et al., 2002; Shi
et al., 2002; Qiu et al., 2003). Se ha determinado que SOS1 desarrolla un papel fundamental en
la extrusién de Na® en el apice radical, debido a que las células epidérmicas no estan
diferenciadas y carecen de un sistema vacuolar maduro que les permita acumular el exceso de
Na®, la extrusion de este catién resulta de vital importancia para la planta (Shi et al., 2002).
Ademas de la expresion de SOS1 en las células del apice radical, la fusién con el gen reportero
GUS también reveld su expresion en las células del parénquima que rodean al xilema en raices
y tallos, lo que sugiere su participacion en el transporte de Na' a larga distancia. Ante
condiciones de salinidad moderada y baja transpiraciéon, SOS1 actia cargando Na en el
xilema para su translocacion al tallo y el almacenamiento en células de mesdfilo foliar (Ding y
Zhu, 1997). Sin embargo, frente a un estrés salino severo (100 mM de NaCl), se observo que el
contenido de Na* en el xilema de plantas silvestre era menor que en plantas mutantes sos?
(Shi et al., 2002), por lo que en estas condiciones de alto estrés, SOS1 funcionaria de un modo
aparentemente contradictorio evitando que el Na® se acumulase rapidamente en el tallo
excediendo la capacidad de las células del mesdfilo para compartimentalizar iones en las
vacuolas.

Por otro lado, se ha demostrado que el transportador HKT1 participa en la descarga de
Na® desde xilema hacia las células del parénquima, esta accién podria coordinarse con la
carga de este catién en el xilema por SOS1, estableciendo un modelo mas completo en el que
las proteinas SOS1 y HKT1 coordinarian sus flujos de carga y descarga de Na* en el xilema
para regular su homeostasis en la planta (Rus et al., 2001; Berthomieu et al., 2003; Sunarpi
et al., 2005; Pardo et al., 2006; Davenport et al., 2007; Olias et al., 2009). Se ha establecido un
modelo en el que los ortdlogos en tomate de SOS1 y HKT1 parecen coordinar sus funciones de
manera que el Na* que entra en la raiz es cargado al xilema por SISOS1 y a continuacion, el
ortélogo de HKT1 se encargaria de su descarga en el tallo, evitando asi la acumulacién de Na*
en los tejidos mas sensibles. Al mismo tiempo, SOS1 podria contribuir a la exclusién de Na* del
citosol de las hojas jévenes hacia el apoplasto de la hoja, evitando la acumulacién de Na*
intracelular en células que carecen de un sistema vacuolar bien desarrollado, mientras que
HKT1 podria actuar descargando el Na® en hojas maduras, con un buen sistema vacuolar
donde se puede acumular el exceso de Na'. Las acciones coordinadas de estos
transportadores determinarian, en Ultima instancia, la cantidad de Na” que se acumula en las
raices, que se retiene en el tallo o se transfiere a las hojas (Olias et al., 2009).

Se ha sugerido que la sobreacumulacion de Na® observada en las células
parenquimaticas del xilema de plantas de Eufrema salsuginea donde se suprimio la expresion

de SOS1 (Oh et al., 2009), podria interferir con la toma de K* en el xilema para su translocacion
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al tallo, lo que explicaria el fenotipo de falta de crecimiento del mutante sos? en bajo K* (Wu
et al., 1996).
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Figura 1.3. Esquema del modelo de transporte de Na* en plantas. El sodio entra en la planta a
través de los canales de cationes no selectivos (NSC) y otros transportadores de cationes. Parte del sodio
se excluye mediante el antiportador Na*/H" SOS1 hacia la superficie de las raices, mientras que en las
células parenquimaticas del xilema este antiportador funciona cargado el Na* en el xilema, donde el
transportador HKT1 actia de manera contraria descargando el Na’ del xilema para evitar su
sobreacumulacion en los tejidos fotosintéticos. Esta actuacion coordinada de SOS1 y HKT1 resulta
fundamental para mantener una distribucion adecuada del Na* en la planta. El Na* del xilema puede
volver a la raiz mediante su difusién o transporte al floema. Ademas el Na* se puede acumular en la
vacuola (Pardo, 2010).

6. Sistema SOS
6.1. El antiportador Na'/H* de membrana plasmatica SOS1: Filogenia y caracteristicas

La proteina SOS1 (Salt Overly Sensitive 1) pertenece a la subfamilia NhaP de
antiportadores Na'/H*, un subgrupo de la familia de antiportadores de cationes CPA1 (Saier,
2000). Inicialmente se incluyé a SOS1 en la subfamilia NHX/NHE de antiportadores Na‘/H" con

el nombre de NHX7, debido a las similitudes que presenta con esta familia de transportadores
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(Maser et al., 2001), pero mas tarde, un estudio filogenético mas extenso con proteinas NhaP
de varios organismos aumentd la sensibilidad del estudio y pudieron definirse dos clados
claramente diferenciados: el que incluye a NhaP/SOS1 y la subfamilia NHX/NHE (Brett et al.,
2005). Por lo que se propuso no aplicar el nombre NHX7 a SOS1 (Pardo et al., 2006). La
subfamilia NhaP/SOS1 esta presente en bacterias, protozoos y plantas, pero no en animales
(Brett etal.,, 2005). Las proteinas de esta familia poseen una regidon aminoterminal
transmembrana seguida por una larga cola carboxiterminal hidrofilica (Pardo et al., 2006), que
en el caso de los homodlogos NhaP eucaridticos es extremadamente larga, con mas de 600
residuos. A diferencia de las proteinas NHX, localizadas principalmente en las membranas
intracelulares (Pardo et al., 2006), la proteina SOS1 se localiza en la membrana plasmatica
(Quintero et al.,, 2002; Shi etal.,, 2002). El patron de expresiéon de SOS1 se ha analizado
mediante la fusién de su promotor al gen reportero GUS, este estudio revel6 la expresion de
SOS1 en los tejidos internos que rodean al sistema vascular de toda la planta. En la raiz, se
detecté expresion principalmente en el periciclo y en las células del parénquima situadas
alrededor de los vasos del xilema. También se detectd la expresion de SOS1 en células
epidérmicas de los apices radicales (Shi et al., 2002). SOS1 codifica un antiportador Na*’/H* de
la membrana plasmatica que desempena un papel critico en la extrusién de sodio y en el
control del transporte de Na* a larga distancia desde la raiz hasta la parte aérea (Shi et al.,
2000, 2002).

Se han identificado homdlogos de SOS1 en los genomas de especies vegetales como
arroz (Martinez-Atienza et al., 2007), Populus euphratica (Wu et al., 2007), trigo blando (Xu
et al., 2008), tomate (Olias et al., 2009) Eutrema salsuginea (Oh et al., 2009), trigo duro (Feki
etal., 2011) y Chrysanthemum crassum (Song et al., 2012) y todo indica que esta familia de
transportadores esta ampliamente distribuida en el reino vegetal. En el genoma de Arabidopsis
también se identifico el gen NHXS8, que codifica un transportador que muestra una gran
similitud con SOS1, presentando una identidad de aproximadamente el 88% de la regién
hidrofébica, sin embargo, la proteina NHX8 presenta un extremo carboxiterminal 400
aminoéacidos mas corto que el de SOS1. NHX8 es un antiportador Li"/H" localizado en la
membrana plasmatica que no transporta otros cationes monovalentes como Na*, K" o Cs”. Esta
proteina se expresa principalmente en el tejido vascular de las hojas y en los pelos radicales,
siendo su expresion constitutiva y no inducida por estrés, ni por altas concentraciones de Li*
(An et al., 2007).

La busqueda en bases de datos revelé grandes similitudes de SOS1 con antiportadores
Na’/H" de animales y microbianos (Shi etal., 2000). La familia de genes NHE (Na'/H'
Exchangers) se ha conservado evolutivamente y se han identificado genes que codifican para
NHEs en toda clase de organismos vivos, tanto procariotas como eucariotas (Counillon y
Pouysse, 2000; Putney et al., 2002). En mamiferos, esta familia incluye diez isoformas (NHE1-
NHE10) que funcionan como intercambiadores electroneutros de H® intracelular por Na*
extracelular. Todas las isoformas de NHE comparten una topologia similar: un N-terminal

formado por 12 a-hélices transmembrana que llevan a cabo el intercambio iénico, y un dominio
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C-terminal citoplasmico que regula la actividad transportadora del dominio transmembrana.
NHE1 ha sido la isoforma estudiada de forma mas extensa, se localiza en la membrana
plasmatica de las células animales donde desempefa un papel critico en procesos vitales que
dependen del intercambio i6nico a través de la membranal tales como homeostasis, regulaciéon
del pH intracelular, volumen, adhesién, determinacion de la forma, migracion y proliferacion
celular (Putney et al., 2002). Las sefales extracelulares, mediadas por diversas clases de
receptores de la superficie celular, regulan la actividad NHE1 a través de distintas redes de
sefalizacion que convergen para modificar directamente el dominio regulador C-terminal. Las
modificaciones en el extremo carboxilo, como la fosforilacién o la unién a proteinas reguladoras
controlan la actividad transportadora de NHE1 (Putney et al., 2002). Es importante destacar
que esta regulacion de NHE1 es atribuible a un cambio en la afinidad por H* intracelular
(Ammar et al., 2006). NHE1 desempefia un importante papel en respuesta a las condiciones
fisiologicas del estrés que, ademas de la contraccién celular y la acidificacién, incluyen hipoxia
y estimulos mecanicos, tales como el alargamiento celular (Vallés et al., 2015). Se sabe que
NHE1 se activa rapidamente en respuesta a diversos estimulos extracelulares, como
hormonas, factores de crecimiento y factores de estrés mecanicos (Wakabayashi et al., 1997;
Orlowski y Grinstein, 2004). La gran cantidad de estudios existentes acerca de este
antiportador y su similitud con SOS1, suponen una valiosa fuente de informacién a tener en

cuenta en el estudio de la regulacion de este transportador de plantas.

6.2. Funcionamiento y regulacion del sistema SOS en el transporte de Na*

El gen SOS1 codifica una proteina de 127 kDa con 12 dominios transmembrana en el
extremo aminoterminal y una larga cola hidrofilica (de aproximadamente 700 aminoacidos)
localizada en el citoplasma en el extremo carboxiterminal. Tanto la cola como la regién
transmembrana son necesarias para la correcta funcion de SOS1 en la tolerancia a salinidad
(Shi et al., 2000). La regién carboxiterminal de muchos transportadores ha demostrado tener
una funcion regulatoria (Putney et al., 2002), en este caso, la longitud de este fragmento
sugiere una regulaciéon bastante compleja. Analisis estructurales han revelado que AtSOS1 se
une formando homodimeros (NUfiez-Ramirez et al., 2012).

SOS1 es un antiportador Na'/H" electroneutro que muestra poca afinidad por otros
cationes monovalentes como Li* o K™ (Qiu et al., 2002; Shi et al., 2002; Quintero et al., 2002;
Qiu et al., 2003). La actividad antiportadora de SOS1 se detectdé en vesiculas de membrana
plasmatica aisladas de plantas de Arabidopsis sometidas a un tratamiento salino pero no en las
plantas control, lo que indica que la actividad de SOS1 se induce por estrés salino (Qiu et al.,
2002). Los mutantes sos? se identificaron en un rastreo de semillas mutagenizadas con
etilmetanosulfonato (EMS) por mostrar hipersensibilidad a Na®. Estos mutantes también
mostraron sensibilidad a Li* y una reduccién del crecimiento en medios deficientes en K™ (Wu
et al., 1996).

La activacion de SOS1 se produce mediante la activacion directa de su funcién

antiportadora Na'/H" y a través de la estabilizacién de su transcrito (Halfter et al., 2000; Guo
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etal., 2001; Qiu et al., 2002, Quintero et al., 2002; Shi et al., 2003; Guo et al., 2004; Chung
et al., 2008). Diversos estudios mostraron que la sobreexpresion de SOS1 mejora la tolerancia
a salinidad de las plantas (Shi etal., 2003; Yang etal., 2009), sin embargo, las plantas
sobreexpresantes solo mostraron un aumento en el nivel de transcrito respecto a las plantas
silvestres cuando se sometieron a estrés salino (Shi et al., 2003), estos resultados sugieren
que la salinidad induce la estabilizacion postranscripcional del mRNA de SOS1. Se ha
demostrado que la acumulacion del transcrito de SOS1 también puede ser inducida mediante
tratamientos con KCI, LiCl, ligeramente por ABA y sorbitol y estrés hidrico, mientras que no
parece que se induzca por frio (Chung et al., 2008). El tratamiento con agentes que degradan o
inhiben la produccién de ROS, como dimetil tiourea, deferoxamina o yodonio de difenileno,
redujo la estabilidad del mMRNA de SOS1 durante el tratamiento salino, lo que sugiere que las
ROS producidas ante condiciones de estrés salino favorecen la estabilizacion del transcrito de
SOS1 (Chung et al., 2008).

La actividad transportadora de SOS1 esta regulada mediante la interaccion con el
complejo formado por la proteina quinasa SOS2(CIPK24) y el sensor de ca® SOS3(CBL4)
(Qiu et al., 2002). Plantas de Arabidopsis mutantes de SOS2 y SOS3 muestran fenotipos de
hipersensibilidad similares a los observados en los mutantes sos? cuando crecieron en medios
con altas concentraciones de Na* o deficientes en K', lo que sugiere su participaciéon en una
ruta comun (Zhu, 2000).

SOS2(CIPK24) codifica una protein-quinasa de serina y treonina de 51 kDa, cuyo
dominio quinasa se encuentra en el extremo aminoterminal y muestra gran similitud con el de la
proteina quinasa de levadura SNF1 y con las quinasas dependientes de AMP de mamiferos
(Liu et al., 2000). Su dominio aminoterminal se encuentra bloqueado mediante la interaccion
con el dominio regulador carboxiterminal, que alberga un dominio autoinhibitorio de 21
aminoacidos (denominado dominio FISL o NAF). El estrés salino provoca un aumento en los
niveles de Ca*" citosdlico que es detectado por el sensor SOS3. Los datos obtenidos de la
cristalizacion de SOS3 muestran que, tras la unién a Ca®*, SOS3 experimenta un proceso de
dimerizacion que modifica la conformacioén superficial de la proteina quedando expuesta una
zona hidrofébica que facilitaria la interaccion con SOS2 (Sanchez-Barrena et al., 2005). La
presencia de Ca* es un requisito necesario para la unién de SOS3 al dominio FISL de SOS2,
liberandolo asi de su autoinhibicién para posteriormente dirigirlo a la membrana plasmatica,
donde actua activando la funcion antiportadora Na*/H" de SOS1 (Halfter et al., 2000; Guo et al.,
2001; Qiu et al., 2002; Quintero et al., 2002; Guo et al., 2004). SOS2 activa a SOS1 a través de
la fosforilacién de la serina localizada en la posicidén 1138, ademas esta fosforilacion requiere la
presencia del residuo de serina localizado en la posicion 1136, que también podria ser
fosforilada o simplemente puede ser necesaria para el reconocimiento de SOS1 como sustrato
por parte de la quinasa SOS2. SOS1 contiene un dominio autoinhibitorio en su extremo
carboxiterminal que comprende los aminoacidos 1005 y 1047, cuya delecidon produce una
proteina hiperactiva e independiente de la interaccion con el complejo SOS2/SOS3 (Quintero

etal., 2011). Justo antes de esta region, entre los aminoacidos 742-998, se encuentra un
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posible dominio de unién a nucleétidos ciclicos. Estudios en levadura sugieren la existencia de
una interaccion de este dominio con el extremo C-terminal que mantiene a SOS1 en un estado
inactivo, del que se libera mediante la fosforilacion por SOS2 (Quintero et al., 2011).

La delecion del dominio FISL de SOS2 resulta en una quinasa constitutivamente activa
e independiente de SOS3, al igual que la mutacidon a acido aspartico (que mimetiza la
fosforilacién) de la treonina localizada en la posicién 168, siendo ambos efectos aditivos (Guo
etal., 2001, 2004). También se ha identificado a la serina 223, como un punto de
autofosforilacién determinante para la tolerancia a salinidad proporcionada por SOS2 (Fujii y
Zhu, 2009). Entre los aminoéacidos 333 y 369 situados en el extremo carboxiterminal de SOS2
se encuentra el dominio PPI de unién a fosfatasas del tipo 2C, tales como ABI1 y ABI2. Se ha
demostrado que la fosfatasa ABI2 interacciona con CIPK24 (Ohta etal.,, 2003) y se han
identificado dos residuos que se encuentran muy conservados en los dominios PPl de todas las
CIPKs, la arginina 340 y la fenilalanina 341, la mutaciéon de uno o ambos residuos suprime la
interaccion SOS2/ABI2. EI mutante abi2 muestra un fenotipo tolerante a NaCl que sugiere que
la fosfatasa ABI2 puede actuar como un regulador negativo de CIPK24 en la ruta SOS (Ohta
etal, 2003). La cristalizacion de la estructura del complejo Ca®*-S0S3 con el dominio
regulador de CIPK24/SOS2 ha revelado datos importantes respecto al mecanismo de
activacion de las CIPKs y la doble funcién de CIPK24 como quinasa y como proteina de union
con fosfatasas (Sanchez-Barrena et al., 2013). La estructura muestra que la unién del dominio
autoinhibitorio FISL de SOS2 a SOS3 deja inaccesible el dominio quinasa, lo que demuestra
que las interacciones SOS2/SOS3 y SOS2/ABI2 son mutuamente excluyentes, por lo que la
actividad quinasa de SOS2 no puede llevarse a cabo junto con su actividad fosfatasa
(Sanchez-Barrena et al., 2007a; Sanchez-Barrena et al., 2007b). Sin embargo, parece que ni
SOS2 actua fosforilando a ABI2 ni ésta desfosforilando a SOS2 por lo que, debido a la
proximidad del dominio PPI al dominio FISL de interaccién con SOS3, se postulé que SOS3
podria regular tanto a SOS2 como a ABI2, de manera que la combinacién de ambas quinasas
podria actuar como un interruptor que controlaria la fosforilacion y desfosforilacion de los
mismos sustratos (Ohta et al., 2003).

El gen SOS3(CBL4) codifica una proteina con 4 dominios de tipo “EF-hand” de unién a
Ca®* similares a la subunidad B reguladora de la fosfatasa calcineurina y a los sensores
neuronales de Ca®* en animales (Liu et al., 2000). Se ha determinado que la miristoilaciéon de la
glicina localizada en la segunda posicién del extremo N-terminal de SOS3 es un requisito
imprescindible para su funcion y para el direccionamiento del complejo SOS2/SOS3 a la
membrana plasmatica (Ishitani et al., 2000; Pardo et al., 2006). El mutante sos3-1 se aislé por
su sensibilidad a NaCl mediante un rastreo de semillas mutagenizadas con neutrones rapidos.
Las plantas mutantes sos3-7 mostraban déficit de crecimiento en medios pobres en K y ricos
en Na’, estos fenotipos de sensibilidad podian ser parcialmente suprimidos aumentando la
concentracién de Ca®* en el medio (Liu y Zhu, 1998). La mutaciéon sos3-1 consiste en la

delecidon de nueve nucledtidos que se traduce en la pérdida de tres aminoacidos conservados
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en el tercer dominio “EF-hand”, afectando a la capacidad de unién a ca® e impidiendo su
interaccién con la quinasa SOS2 (Liu y Zhu, 1998; Ishitani et al., 2000).
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Figura 1.4. Esquema de los dominios identificados en cada una de las proteinas de la ruta
SOS (S0S1/80S2/S0S3). En SOS3 se muestra el dominio N-terminal (MGCSVSKKKKK) donde se
localiza la secuencia consenso para la miristoilacion (Liu y Zhu, 1998) y un residuo de cisteina adyacente
candidato para la palmitoilacion, seguido por el dominio de polilisinas. En la regién C-terminal, se sefiala
la secuencia conservada PSFV, en cuyo residuo de serina se fosforila SOS3 por SOS2. En SOS2 se han
sefialado el dominio autoinhibitorio NAF/FISL, necesario para la unién con SOS3, y la secuencia PPI de
union a fosfatasas. En el extremo C-terminal de SOS1 se encuentra el dominio DSPS, la primera serina
se corresponde con el residuo 1136 y la seguna serina con el residuo 1138, donde SOS2 fosforila a SOS1

activandolo.

Mientras que SOS1 y SOS2 muestran una expresién ubicua en la planta, SOS3 solo se
expresa en raiz. Este hecho sugiere la existencia de otro sensor capaz de formar un complejo
con SOS2 para activar a SOS1 en la membrana plasmatica de las células de la parte aerea.
Quan et al. (2007) determinaron que CBL10 interacciona con SOS2 y la formacién de este
complejo es capaz de activar la funcion antiportadora de SOS1. Al igual que la interaccion
S0S2/S0OS3, la formacion del complejo SOS2/CBL10 requiere la presencia de ca” y la
interaccién se produce a través del dominio FISL de SOS2, ademas, la fosforilacion por parte
de SOS2 de la serina que ocupa la posicion 237 en CBL10 parece necesaria para la formacion
del complejo y para el direccionamiento del mismo a la membrana plasmatica (Quan et al.,
2007; Lin et al., 2009). Los mutantes en la proteina CBL10 de Arabidopsis también mostraron
sensibilidad a NaCl, observandose un efecto aditivo en el doble mutante sos3 cb/10. Sin
embargo, la expresion de SOS3 no complementd el fenotipo de sensibilidad a Na* del mutante

cbl10 y la sobreexpresion de CBL10 sold suprimié parcialmente el fenotipo de los mutantes
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sos3-1. Estos resultados sugieren que las funciones de SOS3 y CBL10 solo solapan
parcialmente y no pueden ser sustituidos uno por otro en sus funciones (Quan et al., 2007).

De esta manera, se establece un modelo en el que la funcién antiportadora Na'/H" de
SOS1 se activaria mediante el complejo SOS2/SOS3 en la raiz mientras que, de manera

similar, la activacién de SOS1 en la parte aérea estaria regulada por SOS2/CBL10.

6.3. Otras funciones de los genes SOS en la homeostasis idnica

Parece que la actividad inducida por Na® de SOS1 no depende Unicamente del
complejo SOS3/SOS2 (Shabala et al., 2005), de hecho, SOS1 es un objetivo de la ruta de
sefializacion de la fosfolipasa D (PLD) involucrada en la deteccion de iones y en la homeostasis
bajo condiciones de estrés salino (Yu et al., 2010). La exposicion a altas concentraciones de
sal provoca un aumento de la actividad enzimatica de PLDa1 en Arabidopsis, dando como
resultado una acumulacién rapida y transitoria de acido fosfatidico (PA), un lipido que actua
como segundo mensajero activando a su vez a la quinasa MPK6, que puede fosforilar
directamente a SOS1. La pérdida de funcion de los mutantes de PLDa1 y MPKG6 provoca la
acumulacién de Na® en la parte aérea y un aumento de la sensibilidad al estrés salino. Aunque
la ruta de senalizacién de PLD media la exclusion de iones y el mantenimiento homeostatico a
través de SOS1, parece funcionar de manera paralela al complejo SOS3/SOS2 (Yu et al.,
2010). Estos datos muestran que los mecanismos reguladores del flujo de Na* y la homeostasis
idnica parecen ser mucho mas sofisticados de lo que conociamos hasta ahora y parece que la
ruta lineal SOS3/S0S2/SOS1 no es el Unico proceso regulador de la exclusion de Na* en la
célula.

Varias lineas de investigacion sugieren que S0S2, también regula la actividad
intercambiadora Na’/H" en el tonoplasto. Se ha demostrado que SOS2 interactia y modula la
actividad de proteinas localizadas en el tonoplasto como el antiportador Ca®*/H" CAX1 ylaH'-
ATPasa vacuolar (V-ATPasa), lo que indica que SOS2 desempefa un papel central como
regulador del transporte vacuolar (Cheng etal., 2004; Batelli etal., 2007). Ensayos de
transporte en vesiculas de tonoplasto de Arabidopsis han demostrado que la actividad de
intercambio Na’/H" se reduce considerablemente en los mutantes sos2, activandose este
intercambio mediante la adicion de la proteina SOS2 activada, lo que demuestra la implicaciéon
de la ruta SOS en el transporte Na'/H" en el tonoplasto (Qiu et al., 2004). Estos resultados se
han confirmado recientemente en tomate. Plantas transgénicas que sobreexpresan el
homélogo en tomate de SOS2 muestran una mayor actividad antiportadora Na*/H* y K'/H" en
la raiz, asi como una mayor expresion de LeNHX2 y LeNHX4, lo que sugiere que la regulacién
de la actividad de NHX por los genes SOS puede ser un mecanismo conservado (Huertas
et al., 2012).

Un estudio reciente ha demostrado que la proteina Gigantea (Gl), que actia como
“interruptor” del reloj circadiano y la ruta fotoperiddica, es un regulador negativo de la ruta SOS.
Gl interacciona fisicamente con SOS2 secuestrandolo y evitando asi la activacién de SOS1 en

ausencia de estrés (Kim et al., 2013).

54



[ Introauccion

6.4. Sobreexpresion de los genes SOS en la mejora de la tolerancia a salinidad

Una de las principales estrategias para mejorar la tolerancia a la sal de las plantas es la
sobreexpresion de genes que son inducidos por el estrés salino y/o han demostrado estar
relacionados con la tolerancia de las plantas. Como se ha comentado anteriormente, la
sobreexpresion en plantas de genes implicados en la sintesis o acumulacion de osmolitos, de
enzimas relacionadas con la proteccion oxidativa o de genes que participan en rutas de
sefalizacion (como factores de transcripcion o proteinas quinasas), produjeron una mejora de
su tolerancia a salinidad. Pero es la regulacion de la homeostasis i6nica el mecanismo mas
importante de la planta para aumentar la tolerancia a salinidad. Se ha descrito que la
sobreexpresion de varios genes que regulan la homeostasis idénica, como SOS7 (Shi et al.,
2003), AtNHX1 (Apse et al., 1999; Zhang et al., 2001) y AVP1 (Gaxiola et al., 2001) producen
una mejora de la halotolerancia, aunque a menudo los resultados obtenidos en estos trabajos
son contradictorios. En Arabidopsis, la homeostasis i6nica esta regulada principalmente por la
ruta SOS. Como sabemos, SOS1 es activado por el complejo SOS2/SOS3, pero también se ha
demostrado que la actividad de AtNHX1 puede ser controlada por la ruta SOS (Qiu et al.,
2004).

La coexpresion de los tres genes que conforman la ruta SOS de plantas en una cepa
de levadura carente de los transportadores de Na® enddgenos suprime su fenotipo de
halosensibilidad hasta un nivel muy superior al alcanzado mediante la expresién de SOS1 solo.
Por su parte, SOS2 activa solo parcialmente a SOS1 mientras que SOS3 es incapaz de activar
la funcién transportadora de SOS1 por si solo (Quintero et al., 2002). Dado que la coexpresion
de los genes SOS1/S0S2/SOS3 mejord sustancialmente la tolerancia a NaCl en levadura y
que la proteina SOS1 truncada en el dominio autoinhibitorio de su extremo C-terminal produce
una proteina hiperactiva, cuya expresion es capaz de conferir un nivel de tolerancia similar a la
levadura que expresa los tres genes SOS, se sugirid6 que uUnicamente la activacion de la
actividad transportadora de SOS1 parece necesaria para aumentar la tolerancia a salinidad en
levadura (Quintero et al., 2002). Sin embargo, no se observé un aumento significativo en la
tolerancia a salinidad en plantas transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresaban SOS1,
S0OS2 y SOS3 en comparacion con las plantas que solo sobreexpresan SOS1 o SOS3 (Yang
et al., 2009). Segun este resultado, la activacion in planta de SOS1 mediante la sobreexpresién
de SOS2 y SOS3 parece insuficiente para producir una fuerte tolerancia a salinidad en
Arabidopsis.

Las plantas transgénicas que sobreexpresan solamente SOS3 mostraron una mejora
de la tolerancia a NaCl, esta mayor tolerancia podria deberse a la regulacién de otros
elementos aguas arriba en la ruta SOS (Yang etal.,, 2009). Sin embargo, no se pueden
descartar funciones adicionales de SOS3 que podrian ser independientes de sus funciones
conocidas en la ruta SOS. Ademas, la cantidad de elementos reguladores identificados en la
secuencia de la proteina SOS3 también sugieren una regulacién compleja y su participacion en

procesos diversos. Esto hecho nos lleva a la necesidad del estudio en profundidad del sensor
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de Ca®* SOS3, para determinar la existencia de otros posibles mecanismos implicados en su
papel en la regulacion del transporte de Na™.

En este sentido, es posible que la tolerancia a salinidad a nivel de la planta completa
necesite otros mecanismos o elementos no identificados hasta el momento que cooperen con

los genes SOS en la respuesta al estrés salino.

6.5. Otras funciones de las proteinas SOS en la tolerancia a estrés salino: Su papel en el

desarrollo radicular

La plasticidad en el desarrollo postembrionario de raices bajo condiciones adversas
parece ser un mecanismo de tolerancia a salinidad, capaz de controlar tanto la emergencia
como el crecimiento de raices laterales (Huh et al., 2002; Zolla et al., 2010). Los niveles de
salinidad en el suelo son altamente variables, por lo que las plantas han desarrollado un
mecanismo mediante el cual pueden regular la direccion de crecimiento de las raices con el fin
de evitar el dano producido por la sal (Li y Zhang, 2008; Sun et al., 2008). Este tropismo de
evitacién se logra interrumpiendo el gravitropismo y modificando la distribucién de auxinas en
las raices. En un ambiente salino uniforme, las raices de las plantas han desarrollado
estrategias alternativas de proteccion, como la reduccién en el numero y longitud de los pelos
radiculares, lo que supone una menor superficie expuesta al Na* externo.

El papel de la ruta SOS en la regulaciéon del desarrollo de las raices durante la
adaptacion al estrés salino ha sido estudiado en diversos trabajos. El estudio de Sun et al.
(2008) mostré que en los mutantes sos sometidos a estrés salino, tanto la percepcién de la
sefnal gravitropica como la distribucién de auxinas en las raices se encuentran alterados. La
pérdida de funcién de los genes SOS resulté en el fracaso de la rapida degradacion de
amiloplastos en las células de la columela y un crecimiento gravitrépico negativo en respuesta
al estrés salino (Sun et al., 2008). Ademas, se observaron defectos el desarrollo en los pelos
radiculares en mutantes individuales de los genes SOS (Wang et al., 2008).

Sabemos que la modificacién de la arquitectura del sistema radicular es una forma
importante de minimizar los efectos negativos del estrés abidtico en las plantas. La
remodelacion de la distribucion de las raices en el suelo permite a las plantas optimizar la
absorcién de agua y nutrientes (Benjamin y Nielsen, 2006; de Dorlodot et al., 2007; Postma y
Lynch, 2011). En respuesta a estrés salino, se inhibe la elongacion de la raiz primaria mientras
que el efecto sobre la formacién de raices laterales parece variar dependiendo de la intensidad
del estrés, concentraciones altas de NaCl inhiben la formacién de raices laterales mientras que
concentraciones mas bajas de sal estimulan su proliferacién de una forma dependiente de
auxinas (Wang et al., 2009; Zolla et al., 2010). Un estudio reciente revel6 el papel de la ruta
SOS en el desarrollo de las raices laterales y en la arquitectura del sistema radicular bajo un
estrés salino leve, mostrando el papel de SOS3 como regulador positivo del desarrollo de
raices laterales en Arabidopsis bajo estrés salino leve (Zhao et al., 2011b). La pérdida de
funcién de SOS3 produjo una reduccién de aproximadamente 50% en la activacion de los

primordios de las raices laterales, mientras que se eliminé por completo la emergencia de
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raices laterales, lo que sugiere que SOS3 es critico para la activacion de los primordios
laterales de la raiz y requerido para la emergencia de raices laterales bajo estrés salino.
Analisis moleculares y fisiologicos revelaron que SOS3 es necesario para la biosintesis y el
transporte polar de auxinas hacia las raices estresadas asi como para la formacion y
mantenimiento de un gradiente de auxinas. Los hallazgos descritos anteriormente han
descubierto una nueva funcién de SOS3 mas alla de su papel en la regulacién de la actividad
de SOS1 vy, por tanto, de la extrusién de Na* de la célula. Sin embargo, queda por determinar si
la regulacién del desarrollo de las raices laterales por SOS3 requiere de la interaccién con
S0OS2 y como SOS3 media la biosintesis de auxinas y su patron de distribucion en primordios y
raices emergentes en respuesta al estrés salino leve.
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Il. OBJETIVOS

El mantenimiento de una correcta homeostasis idnica es crucial para la adaptacién de
las plantas a ambiente salino. La ruta SOS (SOS1/SOS2/SOS3) juega un papel esencial en
este proceso. Se ha propuesto un modelo sencillo que sugiere que el sensor de Ca” sSOS3
interacciona con la quinasa SOS2 y la dirige a la membrana plasmatica donde fosforila al
antiportador SOS1 activando el transporte de Na* (Halfter et al., 2000; Guo et al., 2001; Guo
et al., 2004; Qiu et al., 2002; Quintero et al., 2002). Sin embargo, hay evidencias que apuntan a
que el funcionamiento de esta ruta debe ser mas complejo. La sobreexpresion individual de los
genes SOS o incluso de los tres genes conjuntamente no confiere una mejora significativa de la
halotolerancia de las plantas (Yang et al., 2009), lo que indica que el aumento de los niveles de
proteina SOS no es suficiente para mejorar la homeostasis idnica y por ende la tolerancia a
Na’. Es posible que se requiera la participacién de otros elementos no identificados hasta el
momento o bien que las proteinas SOS estan sometidas a procesos de regulacién que son
limitantes.

En este trabajo se ha querido profundizar en el conocimiento de las caracteristicas

funcionales y estructurales de SOS3, planteando los siguientes objetivos:

- ldentificacién y analisis de la posible interaccion entre las proteinas SOS3 y SOS1 de

Arabidopsis thaliana y sus consecuencias funcionales.

- Estudio del efecto de las modificaciones postraduccionales de SOS3 en su localizacion

y funcion.
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M.1. Material biolégico

M.1.1. Bacterias

M.1.1.1. Cepas de bacterias utilizadas

Escherichia coli

Para la propagacion de plasmidos se usaron las siguientes cepas de E. coli:

Nombre de la cepa Genotipo Referencia
F-, mcrA, (mrr-hsdRMS-mcrBC), 80/acZM15,
TOP10 lacX74, recA1, ara139, (ara-leu)7697, galU,

galK, rpsL, (StrR), endA1, nupG>

endA1, gyrA96(nal®), thi-1, recA1, relA1, lac
XL1-Blue ginV44 F'[ ::Tn10 proAB” lacl® A(lacZ)M15], StratageneTM
hsdR17(rc’ mk’)

InvitrogenT'\’I Life

Technologies

Agrobacterium tumefaciens

Se us6 Agrobacterium tumefaciens para la transformacion de Arabidopsis thaliana y

para los experimentos de expresion transitoria en Nicotiana benthamiana.

Nombre de la cepa Genotipo Referencia
GV3101 RifX, pMP90 (pTiC58DT-DNA) (Koncz y Schell, 1986)
p19 pBin61-p35S:p19 (Voinnet et al., 2003)

M.1.1.2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

Escherichia coli

Para el crecimiento de E. coli se utilizé6 medio LB (Lysogenic Broth) suplementado con
antibidticos para la seleccién de bacterias portadoras de plasmidos, 100 mg/l de ampicilina o 50

mg/l de kanamicina. Las bacterias se incubaron durante 24 horas a 37°C.
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Medio LB:
Extracto de levadura 0.5 % (p/v)
Bacto-triptona 1% (p/v)
KCI 1 % (p/v)

Para preparar LB solido se afiadioé 1.5% (p/v) de bacto-agar.

Para la preparacion de células de E. coli competentes se usaron los medios SOB y

SOC.

Medio SOB:
Bacto-triptona 2 % (p/v)
Extracto de levadura 0.5 % (p/v)
NaCl 10 mM
KCI 2.5mM

Medio SOC:
Bacto-triptona 2% (p/v)
Extracto de levadura 0.5 % (p/v)
NaCl 10 mM
KCI 2.5mM
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
Glucosa 20 mM

Agrobacterium tumefaciens

Para el crecimiento de Agrobacterium se utiliz6 medio YEP suplementado con los
correspondientes antibidticos, 50 mg/l de rifampicina, 20 mg/l de gentamicina y 50 mg/l de

kanamicina o 25 mg/I de higromicina. Las bacterias se incubaron durante 48 horas a 30 °C.
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Medio YEP:
Extracto de levadura 1 % (p/v)
Bacto peptona 1% (p/v)
KCI 0.5 % (p/v)

Para preparar YEP solido se afiadié 1.5% (p/v) de bacto-agar.

M.1.2. Levaduras

M.1.2.1. Cepas de levaduras utilizadas

Saccharomyces cerevisiae:

Nombre de la cepa Genotipo
Aenal::HIS3::ena4, Anhat::LEU2, Anhx1::KanMX4,;
AXT3K (Quintero etal.,, 2002). Deriva de la estirpe silvestre
W303-1B (MATa ura3-1 leu2-3, 112 his3-11,15 trp1-1
ade2-1 can1-100).
MATa ura3-11leu 2-3,112 his3-11,15 trp1-1 ade2-1 can1-
ANT5 100, nha1, ena1-4::loxP, nha::hisG. Deriva de la estirpe
AXT3K.
MATa Aenail::HIS3::ena4 , nha1:LEU2, nhx1::KanMX
YP890 ura3-1 ade2-1 can1-100 CYC1:[PGK1:SOS1:CYC1].
Deriva de la estirpe silvestre W303-1B.
Cdc25-2 MATa, cdc25-2, ade2, his3, leu2, lys2, trp1, ura3.
GRF167 MATa, ura3, his3, GAL+

Las estirpes AXT3K y ANTS muestran un fenotipo severo de sensibilidad a NaCl ya que
carecen de los principales transportadores endogenos de transporte de sodio: las ATPasas de
Na® ENA1-4, el antiportador Na'(K")/H" NHA1 de la membrana plasmatica (Haro et al., 1991;
Wieland et al., 1995; Bafuelos et al., 1998), y el antiportador endosomal K'(Na*)/H" NHX1
(Nass et al., 1997; Darley et al., 2000; Quintero et al., 2000), por lo que han resultado de gran
utilidad para la caracterizacién funcional de los transportadores de Na® de plantas (Dreyer
et al., 1999).
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M.1.2.2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

Se siguieron las técnicas de manipulacion y crecimiento de levaduras descritas por
(Guthrie y Fink, 1991) y (Ausubel et al., 1994). Se incubaron a 30 °C, utilizandose medio YPD

para su crecimiento rutinario.

Medio YPD:
Extracto de levadura 1% (p/v)
Bacto peptona 2 % (p/v)
Glucosa 2 % (p/v)

Para preparar YPD sélido se afiadio un 2 % (p/v) de bacto-agar.

Para el cultivo de levaduras en medio selectivo, se utilizé el medio minimo YNB

suplementado con los aminoacidos correspondientes para cada cepa.

Medio YNB:
YNB (Yeast Nitrogen Base) sin aminoacidos 0.17 % (p/v)
(NH4),SO4 0.5 % (p/v)
Glucosa 2 % (p/v)

Para preparar YNB sélido se afadid un 2 % (p/v) de bacto-agar y se ajusto al pH a 6.5
con KOH.

Para realizar los ensayos de tolerancia a Na* se utilizé el medio libre de cationes

alcalinos AP, descrito por (Rodriguez-Navarro y Ramos, 1984).

Medio AP:
H3PO4 8 mM
L-arginina 10 mM
MgSO, 2mM
CaCl, 0.2 mM
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KClI 1 mM

Glucosa 2 % (p/v)
Oligoelementos 1% (viv)
Vitaminas 1% (viv)

El pH del medio se ajusté a 6.5 con L-arginina

Composicion de la solucion stock de oligoelementos (100x):

H;BO; 50 mgl/l
CuSO, 4 mg/l

Ki 10 mg/l
FeCls 20 mg/l
MnSQO, - H,O 40 mg/l
Na2Mo0O4 - 2H20 20 mg/l
ZnS04 - TH20 4 mgl/l

Para evitar la contaminacién de la solucidn stock de oligoelementos se afadieron

varias gotas de cloroformo.

Composicion de la solucion stock de vitaminas:

Biotina 1ml (0.2 mg/ml en etanol)/100 ml
Niacina 4 mg/100ml
Piridoxina 4 mg/100ml
Tiamina 4 mg/100mi
Acido pantoténico 4 mg/100m|

La solucion de vitaminas se esterilizd mediante filtracion.

Para realizar ensayos de tolerancia a salinidad, se anadi6 1 mM de KCI y se

suplementé con NaCl a las concentraciones indicadas en cada caso, asi como con los

aminoacidos y bases nitrogenadas necesarios para cada cepa.
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M.1.3. Material vegetal

M.1.3.1. Arabidopsis thaliana

Linea Procedencia
Arabidopsis Biological Resource Center
Col-0 g/1 . ) ] .
(ABRC, Onhio State University,Ohio, EE.UU)
Laboratorio de Jian-Kang Zhu
S083-1

(Universidad de California, Riverside) (Liu y Zhu, 1997)

M.1.3.1.1. Condiciones de cultivo de Arabidopsis thaliana

En funcién de los requerimientos de cada experimento se emplearon dos formas
distintas de cultivo de A. thaliana, cultivo en suelo y cultivo in-vitro.

Cultivo de plantas en suelo:

Se empleé fundamentalmente para la propagacion de plantas. Las semillas se
sembraron en macetas rellenas con una mezcla 1:3 de perlita Europerl® y turba Compo® Sana
Universal esterilizada a 121°C y 15 psi durante 20 minutos para prevenir la aparicion de plagas.
Una vez sembradas se cubrieron las macetas con film transparente para evitar la pérdida de
humedad del sustrato, que se retird cuando las plantas habian germinado. Las plantas
crecieron en el invernadero en condiciones de iluminacion y temperatura controladas:
(dia/noche): 25/20+2 °C; 40/60% RH (humedad relativa); 16 horas de luz; 150 pymol m®s” PAR
(radiacion fotosintéticamente activa).

Recoleccion y conservacion de semillas:

Tras la aparicion del escapo floral, las plantas se protegieron con Aracons™
(Arasystem-Betatech, Gent, Bélgica). Una vez secas, las silicuas se recogieron y pasaron
varias veces por un tamiz de acero inoxidable y a continuacion se guardaron en tubos
Eppendorf dentro de cajas herméticas con gel de silice Chameleon® (VWR International) y se

conservaron a 4 °C.

Cultivo de plantas in-vitro:

Las semillas y plantas se manipularon en cabina de flujo laminar Telstar A-H para
garantizar la esterilidad. Los medios y soluciones se esterilizaron en el autoclave a 121°C
durante 20 minutos. Las pinzas usadas en la manipulacion de plantulas se esterilizaron con

calor y etanol.

70



I Materiales y méetodos

Esterilizacion de semillas:

La superficie de las semillas se esteriliz6 mediante lavados sucesivos con etanol al
70% durante 1 minuto, lejia comercial al 70% durante 3 minutos y finalmente 3 lavados con
agua destilada estéril. Para sincronizar la germinacion, las semillas una vez esterilizadas se

sometieron a vernalizacion (48 horas a 4 °C).

Medios de cultivo:
Para el cultivo de plantas in vitro se utilizaron los siguientes medios:

Medio MS (Murashige y Skoog, 1962):

Macronutrientes (mM) Micronutrientes (uM)

NH;NO; 20.6 H;BO3 100
KNO; 18.5 FeSO, - 7 H,O 100
CaCl, - 2H,0 3.0 MnSQ, - H,0O 100
MgSO, - 7 H,O 1.5 EDTA-Na, 100
KH,PO, 1.2 ZnS0O, - 7TH,0 30

Kl 5

Na,MoO, - 2 H,O 1

CoCl, - 6 H,O 0.1

CuSO, - 5 H,0 0.1

Este medio se suplement6 con 30 g/l de sacarosa y 2.5 mM de MES. El pH del medio
se ajustd a 5.7 con KOH. Para preparar placas de MS sdlido se anadié un 1% (p/v) de bacto-
agar (Difco). Para la seleccién de lineas transgénicas se anadié al medio una vez esterilizado y
enfriado el antibiético requerido en cada caso.

Para los ensayos de tolerancia a salinidad se suplementé el medio con la

concentracion de NaCl requerida en cada caso.
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Medio LAK (Barragan et al., 2012):

Macronutrientes (mM) Micronutrientes (uM)
KH,PO, 1 H;BO; 30
Ca(NO;), 2 MnSQO, 10
MgSO, 1 ZnS0O, 1
CuSO, 1
(NH4)sM07054 0.03
Fe®* (Sequestrene 138-Fe) 100

El pH de la solucién se ajusté a 5.3 con KOH. Para preparar placas de MS sélido se
afadié un 1% (p/v) de bacto-agar (Difco). Para los ensayos de tolerancia a salinidad se
suplementé el medio con la concentracion de NaCl requerida en cada caso.

M.1.3.2. Nicotiana benthamiana

Se usaron plantas de N. benthamiana para la expresion transitoria de proteinas.

1.3.2.1. Condiciones de cultivo de Nicotiana benthamiana

Las semillas de N. benthamiana se sembraron en macetas rellenas con una mezcla 1:3
de perlita Europerl® y turba Compo® Sana Universal esterilizada en el autoclave a 121°C y 15
psi durante 20 minutos para prevenir la aparicion de plagas. Una vez sembradas se cubrieron
las macetas con film transparente para evitar la pérdida de humedad del sustrato, que se retiré
cuando las plantas habian germinado. Las plantas crecieron en el invernadero, en condiciones
de iluminacion y temperatura controladas: (dia/noche): 25/20+2 °C; 40/60% HR (humedad
relativa); 16/8 horas de luz; 150 pmol m?s” PAR (radiacion fotosintéticamente activa).
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M.2. Purificacion y analisis de ADN

M.2.1. Purificacion de ADN

M.2.1.1. Bacteria

Minipreparaciones de ADN plasmidico bacteriano

Para la extraccién de los plasmidos de E. coli y de A. tumefaciens se sigui6 el método
descrito por (Sambrook et al., 1989). Se inoculé una colonia aislada en 3 ml de LB liquido
sumplementado con el antiobiético necesario en cada caso y se incub6d durante toda la noche a
37 °C en agitacion. Las células se recogieron en tubos Eppendorf de 1.5 ml por centrifugacion a
13.000 rpm durante 1 minuto (Biofuge Pico, Heraeus) y se resuspendieron en 100 ul de la
solucién I. A continuacion, se anadieron 200 ul de la solucion Il mezclandolo suavemente y se
incubo6 2-3 minutos en hielo. Posteriormente se afiadieron 150 pl de la solucién Il y se mezclo
nuevamente con suavidad. La mezcla se incub6 en hielo durante 20 minutos. Pasado el tiempo
de incubacioén se centrifugd la mezcla a 13.000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se
transfirié a otro tubo limpio, se afiadié 1 ml de etanol absoluto y se incubé durante 10 minutos
en hielo y se centrifugé de nuevo. El precipitado obtenido se resuspendié en 100 pl de la
solucién IV y se afadieron 200 pl de etanol absoluto. La mezcla se incub6d durante 10 minutos
en hielo y se centrifugé a 13.000 rpm durante 10 minutos. El precipitado se dejo secar y se
resuspendio en 30 ul de Tris:EDTA(10:1) pH 8,0.

Solucién I/GTE:

Tris 25 mM

EDTApH 8 10 mM

Glucosa 1% (p/v)
Solucion Il:

NaOH 0.2N

SDS 10 %
Solucion Il

AcNa pH 4,8 3M
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Solucioén 1V:

AcNa pH 4,8 60 mM

Tris-HCI pH 8 30 mM

Para secuenciacién y otras técnicas que requirieran mayor pureza del plasmido, se
utilizé el kit Nucleospin® Plasmid Kit de Macherey-Nagel (Duren, Germany), siguiendo las
instrucciones de uso del fabricante. Para obtener cantidades mayores de plasmido se uso el kit
de extraccién de DNA Quantum Prep Plasmid Midiprep Kit (BioRad, USA), siguiendo las

instrucciones dadas por el fabricante.

Maxipreparaciones de ADN plasmidico bacteriano

Se inoculé una colonia de E. coli que contenia el plasmido de interés en 100 ml de
medio LB y se incubd a 37 °C en agitacion durante toda la noche. El cultivo se centrifugd a
5.000 rpm durante 10 minutos. El precipitado resultante se resuspendié en 5 ml de GTE y 0.1
ml de lisozima al 5% (p/v) y se incubd en hielo durante 10 minutos. A continuacién, se
afiadieron 10 ml de solucién Il recién preparada mezclandolo suavemente por inversion. La
mezcla se incub6é 10 minutos en hielo. Tras este tiempo se anadieron 7.5 ml de AcK 3M a pH
4.8 y se incub6 durante 30-60 minutos en hielo para precipitar el SDS, las proteinas y el ADN
cromosomico. La mezcla se centrifugé a 15.000 rpm 15 minutos a 4 °C. Se filtr6 el
sobrenadante usando Miracloth (Calbiochem) y se recogié el filtrado en un tubo limpio. Se
precipito el ADN con 15 ml de isopropanol e incubandose durante 20 minutos en hielo. A
continuacion se centrifugé a 10.000 rpm 10 minutos a 4 °C y se elimind el isopropanol que
estaba en el sobrenadante. El precipitado se resuspendi6é en 2.5 ml de Tris:EDTA (10:1) pH 8
usando un vortex. Para purificar el plasmido se afiadieron 2.5 ml de LiCl 6 M y se incubd 15
minutos en hielo. Se centrifugé a 10.000 rpm 10 minutos y el sobrenadante se transfirié a un
tubo limpio y se le afiadieron 5 ml de isopropanol. La mezcla se incubé 20 minutos en hielo. Se
volvié a centrifugar a 10.000 rpm 10 minutos y se resuspendié el precipitado 750 pl de T:E
(1:10) pH 8. Se transfiri6 a un tubo Eppendorf de 2 ml donde se afadieron 10 yl de RNAsa al
1% (v/v). A continuacion se afadieron 750 pl de una solucion fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1) y se mezcld agitandolo en el vortex durante 20 segundos, la mezcla se
centrifugd a 13.000 rpm 10 segundos. La fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo y se repitié
la operacién, anadiendo en este caso 75 pyl de AcNa 3 M y 750 ul de isopropanol a la fase
acuosa. Se incubd la mezcla 20 minutos en hielo y se centrifugd a 13.000 rpm durante 10
minutos. El isopropanol se descarté y se disolvié el precipitado en 200 ul de T:E (10:1) pH 8. Se
precipité el plasmido en 700 ul de etanol absoluto:acetato amoénico 7.5 M (6:1) y se incubd 10
minutos en hielo. Se centrifugd la mezcla, se eliminé el sobrenadante y se lavé el precipitado
con etanol al 70%. Se dejé secar el ADN plasmidico y finalmente se resuspendi6 en 200 pl de
T:E (10:1) pH 8.
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M.2.1.2. Levadura

Minipreparaciones de ADN plasmidico de levadura

Para la extraccion de ADN plasmidico a partir de levaduras se inoculé una colonia en
10 ml de medio selectivo YNB y se incubé a 30 °C durante toda la noche en agitacién. El cultivo
se centrifugd a 5.000 rpm 5 minutos. Las células recogidas se resuspendieron en 0.5 ml de
sorbitol TM:EDTA 0.1 M pH 7.5 y se transfirieron a un tubo Eppendorf. A continuaciéon se
afadieron 20 ul de liticasa (5 mg/ml en KH,PO, pH 7.5) y se incubd la mezcla a 37 °C durante 1
hora. Después se centrifugd a 13.000 rpm 1 minuto y se resuspendié el precipitado en 0.5 ml
de Tris 50 mM EDTA 20 mM, pH 7.4 y se afadieron 0.2 ml de AcK 5 M, a continuacion se
incubd la mezcla en hielo durante 1 hora. Se centrifugd a 13.000 rpm durante 5 minutos y se
transfirid el sobrenadante a un tubo nuevo. Para precipitar el ADN se anadié 1 volumen de
isopropanol y se incub6é 5 minutos a temperatura ambiente. Después de una centrifugacion a
13.000 rpm 1 minuto, el precipitado se dejé secar y se resuspendio en TE (10:1).

M.2.1.3. Arabidopsis thaliana

Extraccion de ADN de plantas

Para la extraccion de ADN de plantas se sigui6 el protocolo de descrito por (Edwards
et al.,, 1991) pero con modificaciones. Se tomaron 2 o 3 hojas de la roseta, se introdujeron en
un tubo Eppendorf y se congelaron en nitrégeno liquido. A continuacion se trituré cada muestra
con un émbolo de plastico hasta convertir el material en un polvo fino y se afiadieron 400 pl de
tampdn de extraccion, incubandose la muestra 5 minutos a 65 °C. Tras esta incubacion se
afnadieron 400 pl de cloroformo, se mezclé bien utilizando un vértex y se centrifugé a 13.000
rom durante 10 minutos. El sobrenadante se precipitdé con 1 volumen de isopropanol
incubandose la mezcla 20 minutos a temperatura ambiente y se centrifugé a 13.000 rpm 15
minutos. El precipitado se lavé con etanol al 70% (v/v) y se seco a temperatura ambiente. A
continuacion se resuspendié en 50 yl de agua de calidad milli-Q con una concentracién de 20

pg/ml de RNAsa A. Las muestras se conservaron a -20 °C.

Tampédn de extraccion:

d-Sorbitol 140 mM
Tris-HCI pH 8 220 mM
EDTA-Na, pH 8 22 mM
NaCl 800 mM
CTAB 0.8% (p/v)
n-Laurilsarcosina 1% (p/v)
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M.2.2. Cuantificacion de ADN

La concentracion de ADN fue cuantificada usando el espectrofotémetro NanoDrop®

ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc.).

M.2.3. Precipitacion del ADN

Para concentrar el ADN se precipitd con 3.5 volimenes de una solucion de etanol-
acetato de amonio (1 volumen de acetato de amonio 7.5 M y 6 volimenes de etanol absoluto).
La mezcla se incubd a 0 °C durante 10-20 minutos. A continuacién se centrifugé a 13.000 rpm
10 minutos, el precipitado se lavé con etanol al 70% (v/v) y una vez seco se resuspendio en el

volumen conveniente en cada caso.

M.2.4. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Se realizd segun se describe en (Sambrook et al., 1989). EI ADN se analiz6 en geles
horizontales de agarosa (0.8-2%) preparados con TBE o TAE, afiadiendo 0.5 yg/ml de bromuro
de etidio para tefir el ADN a la luz UV. El gel se sumergié en el mismo tampén utilizado para su
preparacion y se aplicd un voltaje de 70-120 V. El tamano de los fragmentos se estimé por
comparacién con un marcador de peso molecular comercial (1 kb DNA ladder, Invitrogen) o con
ADN del fago A digerido con Hindlll.

Para fotografiar el gel se usé un ChemiDoc™ XRS (Bio-Rad). Para los analisis de las

imagenes se uso el programa Quantity One® (Bio-Rad).

TBE 10X TAE 50X
Tris Base 108 g/l Tris Base 242 g/l
Acido Bérico 55 g/l Acido acético glacial | 5.71% (v/v)
EDTA-Na, pH 8 10 mM EDTA-Na, pH 8 50 mM

M.2.5. Extraccidon de fragmentos de ADN de geles de agarosa

Las bandas de interés se recortaron del gel de TAE y se purificaron utilizando el kit
NucleoSpin® Extract Il de Macherey-Nagel (Diren, Germany) siguiendo las instrucciones del

fabricante.
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M.2.6. Manipulacién enzimatica del ADN
M.2.6.1. Digestion del ADN con enzimas de restriccion

Las digestiones se realizaron siempre en los tampones y condiciones recomendados
por el fabricante. Se prepararon soluciones de ADN a una concentracién de hasta 100 ng/pl en
un volumen de 20-100 yl y se anadio, al menos, 1 U de enzima por cada yg de ADN. Cuando
fue necesario digerir con mas de una enzima se inactivd la primera enzima utilizada y se
precipitd el ADN como se describe en el apartado M.2.3.

Los productos de la digestion fueron separados mediante electroforesis en gel de
agarosa (apartado M.2.4) y los fragmentos de interés se recuperaron usando un kit, como se

describe en el apartado M.2.5.

M.2.6.2. Defosforilacion de los extremos 5’ del ADN

Se eliminaron los grupos fosfato de los extremos 5’ de los plasmidos utilizados como
vectores de clonacién para evitar su religacidon. Se anadieron 1-2 U de fosfatasa alcalina de
intestino de ternera (CIP, Roche) y se incubd la mezcla a 37 °C durante 15 minutos. Para
inactivar la fosfatasa alcalina se incubé a 75 °C durante 10 minutos. Los plasmidos se

purificaron precipitandolos con etanol-acetato aménico (apartado M.2.3).

M.2.6.3. Generacion de extremos romos del ADN

Se uso este procedimiento para la ligacién de fragmentos de ADN generados con
enzimas de restriccion que producen extremos incompatibles. Para convertir en romos
extremos protuberantes en 5’, se rellend con la enzima Klenow (New England BioLabs®). Para
los extremos protuberantes 3’, se usé la polimerasa del bacteriéfago T4, que presenta una

fuera actividad exonucleasa 3'->5’ sobre el ADN monocatenario (Sambrook et al., 1989).

M.2.6.4. Ligacion de fragmentos de ADN

Para la ligacion de fragmentos de ADN se preparé una reaccion de 20 pl conteniendo 1
U de ligasa T4 (Invitrogen™) y 4 ul del tampon de ligacion (5x) con una proporcion
inserto:vector de 3:1. Para las ligaciones de fragmentos con extremos romos se incubd la
reaccion a 14 °C durante toda la noche, en el caso de fragmentos con extremos cohesivos la
reaccion se incub6 a temperatura ambiente durante 4-5 horas. Para la transformaciéon de

bacterias se usaron 10 pl de la reaccion de ligacion.

M.2.6.5. Amplificaciéon de fragmentos de ADN mediante PCR con Taq polimerasa

Para cada reaccion se utilizaron =100 ng de ADN, 0,25 uM de cada cebador, 0.2 mM
dNTPS (dATP + dCTP + dGTP + dTTP, Deoxynucleotides Set (5 PRIME)), 2.5-5 ul del tampon
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Taq 10X y 0.5-1 U de Taq polimerasa en un volumen de 25 ul o 50 yl. En general, se utilizaron
las siguientes condiciones de reaccion: 5 minutos a 95 °C para desnaturalizar el ADN, 25-35
ciclos con la secuencia: 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 50-65 °C (aproximadamente 5 °C
por debajo de la Tm de los oligonucleétidos utilizados) y 1-3 minutos (1 minuto por cada
kilobase del fragmento a amplificar) a 72 °C, para la sintesis de ADN Yy finalmente 5 minutos a

72 °C. Cuando fue necesario conservar las reacciones se guardaron a -20 °C.

Buffer 10x de Taq polimerasa:

KCI 500 mM
Tris-HCI pH 8.3 100 mM
MgCl, 15 mM
Gelatina 0.1% (p/v)

M.2.6.6. Amplificacion mediante PCR con ADN polimerasa de alta fidelidad

Cuando se requeria reacciones de PCR de alta fidelidad se uso el kit AccuzymeTM DNA
polymerase (Bioline), siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante.

Esta polimerasa tiene una tasa de error muy baja debido a su capacidad de correccién
de errores durante la replicacién. El producto de PCR se cloné directamente con los sistemas
de clonacion comercial Zero Blunt® PCR Cloning Kit (Invitrogen) o con pSpark® | DNA Cloning
Kit.

M.2.6.7. Mutagénesis dirigida mediante PCR

Para la realizacion de mutaciones puntuales se empled la polimerasa de alta fidelidad,
tal y como se indica en el apartado anterior (M.2.6.6). Se usaron los oligonucleédtidos
correspondientes en cada caso (la secuencia de los oligonucleétidos se describen en el Anexo
ll). El producto de la PCR se analizé en un gel de TAE de donde se extrajo y se purificod (ver
M.2.4 y M.2.5). El amplificado se cloné en los vectores usando los sistemas de clonacion
comercial Zero Blunt® PCR Cloning Kit (Invitrogen) o con pSpark® | DNA Cloning Kit.

M.2.6.8. Reacciones de secuenciacion

Las mutaciones realizadas mediante PCR asi como las construcciones preparadas en
este trabajo se secuenciaron posteriormente para verificarlas. La secuenciacion se llevé a cabo
por el Servicio de Secuenciacién de ADN de la empresa Secugen S.L. (Madrid). Cada reaccién
de secuenciacion de 15 pl se prepard con una mezcla del plasmido a una concentracion de 100
ng/ul y 1.5 yl del oligonucledtido a 5 pM.
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M.3. Purificacion y analisis de RNA

M.3.1. Extracciéon de RNA total de plantas

Las muestras de tejido (aproximadamente 100 mg por muestra) se introdujeron en un
tubo Eppendorf y se congelaron en nitrégeno liquido y se trituré6 cada muestra con un émbolo
de plastico hasta convertir el material en un polvo fino. Se afiadié 1 ml de TRIlsure reagent
(Bioline, Londres, UK) y se homogeneizaron la muestras usando un vortex, a continuacion se
incubaron durante 5 minutos a 25 °C y se centrifugaron a 12.000 rpm 10 minutos a 4 °C
(Biofuge PrimoR, Heraeus) para eliminar el ADN gendmico, polisacaridos y material insoluble.
Se extrajo el sobrenadante y se le afiadié 200 pl de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1),
incubandose la mezcla a 25 °C durante 2-3 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd a
12.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C (Biofuge PrimoR, Heraeus). Se tom¢ el sobrenadante y
se precipitdé el ARN con 250 pl de isopropanol. Se incubé durante 10 minutos a 25 °C y se
centrifugé 10 minutos a 12.000 rpm y 4 °C (Biofuge PrimoR, Heraeus). El precipitado de RNA
se lavé con etanol 70% (v/v), se secd durante 5 minutos a temperatura ambiente y se
resuspendieron en 10 pl de agua milli-Q previamente tratada con 0.1% (v/v) DEPC
(Dietilpirocarbonato). Para facilitar la resuspensiéon del ARN se calentaron las muestras a 55 °C
durante 10 minutos.

Todas las soluciones se prepararon con agua milli-Q tratada con 0.1% DEPC (v/v) y el
material utilizado se esteriliz6 en el autoclave dos veces. Se utilizaron guantes en todo
momento. El DEPC es una sustancia muy toxica que debe manipularse siempre en una
campana de extraccion de gases. Para su preparacion se mantuvo durante al menos 12 horas
en agitacién a temperatura ambiente y posteriormente se inactivd con un ciclo en el autoclave
de 20 minutos a 121°C y 15 psi.

M.3.2. Electroforesis de RNA

Para verificar la calidad del RNA, se analiz6 una alicuota mediante electroforesis en un
gel de TAE con 0.8% de agarosa (p/v) preparado con agua milli-Q tratada con DEPC 0.1%(v/v)
en una cubeta previamente lavada con 10% (v/v) SDS y tratada durante 30 minutos con 3%
(v/v) de H,0,.

M.3.3. Cuantificacion de RNA

La concentracién del RNA en la solucion se estimé midiendo la absorbancia a 260 nm
(Sambrook etal.,, 1989). Para ello se utiliz6 el espectrofotometro NanoDrop® (ND-1000
Spectrophotometer), de la misma forma que para la determinacién de la concentracion de DNA
(apartado M.2.2).
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M.3.4. RT-PCR

Con esta técnica se cuantifico la abundancia del RNA mensajero (MRNA). Se uso el
QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones indicadas por el
fabricante para sintetizar cDNA a partir de mRNA de plantas. El cDNA se generé utilizando la
retrotranscriptasa Quantiscript y una mezcla optimizada de oligo-dT y cebadores aleatorios que
permiten la sintesis de cDNA desde todas las regiones del mRNA, incluyendo el extremo 5'.
Para comparar la acumulacion del transcrito de los distintos genes en cada linea ensayada, se
realizaron amplificaciones estandar por PCR usando el cDNA obtenido como molde y
cebadores especificos para el gen cuyo nivel de expresién se pretendia cuantificar. Para
normalizar la calidad y cantidad del cDNA obtenido, se amplific6 este cDNA con
oligonucleotidos especificos para los genes de expresion constitutiva en Arabidopsis -
TUBULINA-4 (TB4-5'/TB4-3") y ACTINA-8 (Act8_f/Act8 r).

M.4. Purificacion y analisis de proteinas de levaduras

Para la purificacion de la proteina SOS3 de levadura se transformé la cepa de S.
cerevisiae GRF167 con SOS3 con una etiqueta de histidinas. A partir de un transformante se
prepard un cultivo liquido. Las células se recogieron centrifugando 5 minutos a 5.000 rpm y se
resuspendieron en el tampdn de lisis y se rompieron mediante agitacion con bolas de vidrio
estériles de 0.5 mm de diametro. A continuacion, se diluyo el lisado con dos volumenes de
tampon GTED (20% glicerol, 10 mM Tris-HCI pH 7.6, 1 mM EDTA, 1mM DTT, 1 mM PMSF, 2
pg/ml de quimostatina, 1 ug/mL leupeptina). Los restos celulares junto con las bolas de vidrio
se eliminaron tras separarlos por centrifugacién a 3.000 rpm en un rotor Sorvall SS-34. El
sobrenadante se centrifugd a 16.000 rpm durante 30 minutos y se recuperd el sobrenadante,
que contenia la fraccion de proteinas citoplasmaticas. Las proteinas etiquetadas con la cola de
histidinas se purificaron por cromatografia de afinidad con la resina Ni-NTA (Qiagen) siguiendo

las instrucciones proporcionadas por el fabricante.

Tampén de lisis:

Tris-HCI pH 8.0 10 mM

EDTA 1mM
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Tampén GTED:

Glicerol 20%

Tris-HCI pH 7.6 10 mM
EDTA 1mM
DTT 1mM
PMSF 1mM
Quimostatina 2 pg/ml
Leupeptina 1 pg/ml

M.4.1. Electroforesis monodimensional de proteinas

Para el analisis de los extractos de proteinas se prepararon geles SDS-PAGE
siguiendo las instrucciones descritas en (Sambrook et al., 1989). Para la electroforesis se utilizé
el sistema Mighty Small SE 250 (GE Healthcare).

Gel de acrilamida:

Reactivos Gel se(rigr?ndljr 10% Gel con(%err:]tlr_a)dor 5%
Agua Milli-Q 4 mL 4.1 mL
30% Bisacrilamida/Acrilamida 3.3mL 1mL
1.5 M Tris pH 8.8 2.5mL ----
1M Tris pH 6.8 ---- 0.75 mL
10% SDS 0.1 mL 0.06 mL
10% APS 0.1 mL 0.06 mL
TEMED 0.004 mL 0.006 mL
Tampodn de electroforesis:

10X Tris Base 250 mM

Glicina 1.94 M

SDS 1% (plv)

El pH del tampdn de electroforesis se ajusté a 8.3.
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Tampoén Laemmli 4x:

Tris-HCI pH 6.8 250 mM
SDS 4% (p/v)
B-mercaptoetanol 10% (v/v)
Glicerol 40% (v/v)
Bromofenol azul 100 pg/mL

El tampdn Laemmli se conservé a -20 °C.

M.4.2. Tincién de geles SDS-PAGE con Coomassie

Las proteinas en geles de acrilamida se tifieron en dos etapas (Bradford, 1976). En
primer lugar, el gel se incubd en solucién de tincion Coomassie con agitacion suave a
temperatura ambiente durante al menos 1 h. Una vez eliminada la solucion de tincién, el gel se
incubd en una solucién de decoloracion hasta que aparecieron las bandas nitidas de proteina
sin tincion de fondo en el gel.

Solucién de tincion:

Acido acético glacial 50% (v/v)
Metanol 10% (v/v)
Azul brillante de Coomassie R-250 0.25% (wi/v)

Solucién de decoloracion:

Acido acético glacial 10% (V/V)

Metanol 10% (v/v)
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M.5. Transformacién de los distintos organismos utilizados
M.5.1. Transformacién de bacterias
M.5.1.1. Preparacion de células competentes

M.5.1.1.1. Escherichia coli

Para preparar células competentes E. coli One Shot® TOP10 se inoculé 1 ml del stock
de células en 250 ml de medio SOB y se incub6 a 20 °C hasta alcanzar una D.O.gq0 de 0.3. Se
centrifugd el cultivo a 3.000 g durante 10 minutos a 4 °C. El precipitado se resuspendio
cuidadosamente en 40 ml del tampén CCMB80 previamente enfriado en hielo y se incubd la
mezcla en hielo durante 20 minutos. A continuacion, se centrifugaron las células a 3.000 g
durante 10 minutos a 4 °C y se resuspendieron en 5 ml del tampén CCMB80. Se midié la
densidad o6ptica (D.O.gp0) de una mezcla de 50 pyL de la suspension de células y 200 yL de
medio SOC vy se ajusté la D.O.gp9 a 1.0-1.5 con tampdn CCMB8O0 frio. La suspensién de células
se incubo durante 20 minutos en hielo. Finalmente se dispensaron en alicuotas de 100 pl en
tubos Eppendorf de 1.5 ml y se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se

conservaron a -80 °C hasta su uso.

Tampén CCMB8O0:

KOAcpH 7 10 mM
CaCl, - 2H,0 80 mM
MnCl, - 4 H,O 20 mM
MgCl, - 6 H,O 10 mM
Glicerol 10% (v/v)

El pH de la solucion se ajusté a 6.4 con HCI.

M.5.1.1.2. Agrobacterium tumefaciens

Para preparar células competentes de Agrobacterium tumefaciens se inoculé una
colonia de la cepa GV3101 en 3 ml de medio YEP suplementado con rifampicina (50 pg/ml) y
gentamicina (20 yg/ml) y se incub6 a 28 °C durante toda la noche en agitacion. A partir de 0.5
ml de este cultivo se inocularon 100 ml del mismo medio y se incubd el cultivo a 28 °C hasta
alcanzar una D.0.600 de 0.5-1. Se recogieron las células centrifugando a 3.000 gy 4 °C y se
lavaron con 1/2 volumen de glicerol al 10% (v/v) estéril y frio. Se repitio la centrifugacion y se
resuspendieron las células en 4 ml de glicerol al 10% (v/v) estéril y frio. Se volvio a centrifugar y

se resuspendieron en 1.5 ml de glicerol al 10% (v/v) estéril y frio. Finalmente, las células se
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dispensaron en alicuotas de 50 pl en tubos de Eppendorf y se congelaron inmediatamente en

nitrégeno liquido. Se conservaron a -80 °C hasta su uso.

M.5.1.2. Transformacion de células competentes

M.5.1.2.1. Escherichia coli

Se afiadieron 10-100 ng de ADN plasmidico, en un volumen maximo de 10 ul, a una
alicuota de 100 pl de células competentes. Se incubd la mezcla en hielo durante 30 minutos y a
continuacion se aplicdé un choque térmico de 42 °C durante 40 segundos. Tras el choque
térmico, se incub6 de nuevo la mezcla en hielo durante 1-2 minutos. Se afadié 1 ml de medio
LB y se incubd 1 hora a 37 °C. Las células se recuperaron centrifugando a 13.000 rpm 1 minuto
y se extendieron en placas de LB suplementadas con el antibiético apropiado con la ayuda de
bolas de vidrio estériles de 4 mm de diametro. Las placas se incubaron 24 horas a 37 °C. Los
vectores utilizados en la transformacién de E. coli se describen en el Anexo Il

M.5.1.2.2. Agrobacterium tumefaciens

Las células competentes de A. tumefaciens de la cepa GV3101 se transformaron
mediante electroporacioén. Para ello, se afadieron 50 ng de ADN plasmidico a una alicuota de
100 pl de células competentes y se incubé durante 2 minutos en hielo. A continuacion, se
transfirié la mezcla a una cubeta de electroporacion Gene Pulser®/MicroPulser™ (Bio-Rad) de
0.1 cm previamente enfriada en hielo y se le aplicé un pulso de 2.2 kV usando el electroporador
MicroPulser™ (Bio-Rad). Se recuperaron las células de la cubeta y se incubaron en 2 ml de
medio YEP durante 3 horas a 30 °C. Las células se sembraron en placas de YEP
suplementadas con los antibidticos apropiados usando bolas de vidrio estériles de 4 mm de
diametro. Las placas se incubaron 48 horas a 30 °C. Los vectores utilizados para la

transformacion de Agrobacterium se describen en el Anexo Il

M.5.2. Transformacion de levaduras

Para la transformacién de levaduras se us6 el método de acetato de litio/PEG, como se
describe en (Elble, 1992). Se inocul6é una colonia en 5 ml de YPD y se incubé toda la noche a
30 °C en agitacion. Se tomaron aproximadamente 2 x 10° células (una D.O.ggg 0.5 equivale a 5
x 10° células/ml), se recogieron las células centrifugando a 13.000 rpm durante 1 minuto y se le
afnadioé 1-2 ug de ADN plasmidico y 500 pl de PLATE. Se incubaron las células a temperatura
ambiente durante 24 horas. Se centrifugd a 13.000 rpm durante 1 minuto y se extendieron las
células en placas de medio YNB selectivo usando bolas de vidrio estérilies de 4 mm de

diametro. Las placas se incubaron 48 horas a 30 °C.
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Soluciéon PLATE:

PEG (WM 3350) 45% 40.5% (viv)
Acetato de litio 100 mM
Tris-HCI pH 7.5 10 mM
EDTA pH 8 1 mM

M.5.3. Transformacion de plantas

M.5.3.1. Obtencién de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana mediante infeccion

con A. tumefaciens

M.5.3.1.1. Preparacién de células de Agrobacterium tumefaciens

Se sigui6 el protocolo descrito por (Bechtold et al., 1993). Se inoculd una colonia de A.
tumefaciens portadora de la construccion deseada en 5 ml de medio YEP suplementado con
rifampicina (50 pg/ml), gentamicina (20 ug/ml) y kanamicina (50 pg/ml), y se incubd durante 48
horas a 30 °C en agitacién. Con 500 pl de este precultivo se inocularon 200 ml de medio YEP
suplementado con rifampicina (50 ug/ml), gentamicina (20 pg/ml) y kanamicina (50 yg/ml) y se
incubd =16-20 horas a 30 °C en agitacion hasta alcanzar una D.O.gyg de 1.4-2. Las células se
recogieron a 7.000 rpm y 4 °C durante 10 minutos y se resuspendieron en 250 ml de solucién

de transformacion (5% (p/v) de sacarosa y 0.02% (v/v) Silwet L-77) preparada recientemente.

M.5.3.1.2. Construcciones empleadas para la transformacién de Arabidopsis thaliana

Para la expresion en plantas de Arabidopsis de SOS3 y los alelos mutantes SOS3-
G2A, SOS3-C3A, SOS3-KA, SOS3-S205A y SOS3-S205D se utilizo el vector pBI321, que
expresa genes bajo el control del promotor constitutivo CaMV35S. Las construcciones se
realizaron a partir de los plasmidos que expresan tanto la proteina silvestre como las mutantes
en el vector pYPGE15, liberando los respectivos cDNAs con las enzimas Xbal/Xhol para

insertarlos en el vector pBI321.

M.5.3.1.3. Transformacion de plantas de Arabidopsis thaliana

Se transformé Arabidopsis siguiendo el protocolo de (Clough y Bent, 1998). Las plantas
crecieron en tierra en condiciones de dia largo para inducir la floracion. Después de un mes
aproximadamente, aparecieron los primeros tallos florales que se eliminaron para favorecer el
crecimiento de mas tallos florales desde la roseta, aumentando asi el nimero de primordios
seminales y por tanto la eficiencia de la transformacion. Las flores totalmente desarrolladas se
eliminaron durante los tres dias previos a la transformacion, para disminuir el porcentaje de
silicuas con semillas no transformadas. La agroinfecciéon se llevd a cabo sumergiendo los
primordios florales en la suspension de Agrobacterium, obtenida como se describe en el
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apartado anterior, durante 30 segundos. A continuacion, se cubri6 la parte aérea de la planta
con plastico transparente para mantener la humedad en la zona agroinfectada y se trasladaron
las plantas al invernadero. Después de 2 dias se retiraron los plasticos y se mantuvieron las

plantas en el invernadero hasta la recoleccion de las semillas.

M.5.3.1.4. Seleccion de transformantes y propagacion

Las semillas transgénicas (T1) germinaron in vitro en placas de medio Murashige y
Skoog (M.1.3.3.1) suplementado con el antibiético correspondiente, 50 ug/ml de kanamicina o
25 pg/ml de higromicina. Las plantulas que mostraron resistencia al antibiético (con presencia
de cotiledones verdes y desarrollo de raiz) se transfirieron a macetas con tierra hasta recolectar
sus semillas (T2). Las semillas segregantes T2 se sembraron en placas con medio MS
suplementado con antibiético aproximadamente 100 semillas y se seleccionaron 10 plantulas
de aquellas lineas que presentaron una segregacion 3:1. Estas plantas se transfirieron a tierra
hasta obtener su descendencia por autofecundacion T3. Se recolectaron las semillas T3 de
cada una de las lineas individuales y se sembraron en MS suplementado con el antibiético
necesario, seleccionandose las lineas homocigotas por no presentar segregacion en la

resistencia a éste.

M.5.3.1.5. Confirmacién de los mutantes sos3-1

El mutante sos3-1 se selecciond por su deficiente halotolerancia de una coleccion de
semillas silvestres (Col g/1) mutadas mediante bombardeo con neutrones rapidos (Liu y Zhu,
1997). Su mapeo genético indicd que se trata de un mutante por deleciéon de 9 pb desde el
nucleétido 759 a partir del codén de inicio de SOS3 (Liu y Zhu, 1998). Para la confirmacién de
mutantes sos3-7 mediante PCR de ADN gendmico se usaron tres cebadores: uno en
antisentido, sos3-1_r, y dos en sentido, sos 3-1A_f y s0s3-1B_f, que se diferenciaban en las
ultimas 9 pb del extremo 3’, las mismas de la delecion del mutante sos3-1, de manera que el
ADN gendmico de una planta silvestre amplificaria una banda de 419 unicamente con la pareja
de oligos sos3-1B_f y s0s3-1_r mientras que el mutante solo amplificaria una banda de 410 pb
con la pareja de oligos opuesta (sos3-1A_f y s0s3-1_r). Las temperaturas de anillamiento de
ambas parejas de cebadores se optimizaron previamente mediante ensayos con ADN de
plantas mutantes sos3-1 y silvestres en un termociclador con gradiente de temperaturas

(Biometra® T-gradient).

M.5.3.1.6. Presencia y expresion del transgén

Para determinar la presencia del transgén, se tomaron 1 o0 2 hojas de la roseta basal de
la planta y se realizé una extraccion de ADN como se describe en el apartado M.2.1.3. Este se
utilizé como molde para reacciones de PCR con oligonucleétidos propios del transgén y del gen
NPTII, que confiere resistencia a kanamicina.
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Para determinar de forma cualitativa la expresion del transgén, se tomaron 1 o0 2 hojas
de la roseta basal de la planta y se realizé una extraccion de RNA como se describe en el
apartado M.3.1. Se gener6 cDNA a partir del RNA obtenido (ver M.3.4.) y se empleé como
molde en reacciones de RT-PCR con oligonucleétidos propios del transgén. Para evaluar la
cantidad y calidad del cDNA de las distintas lineas se utilizaron oligonucleétidos que
amplificaban fragmentos de los genes de expresion constitutiva en Arabidopsis como los de la
TUBULINA 4.

M.5.3.1.7. Fijacion de lineas transgénicas homocigotas

Una vez comprobada la presencia del transgén en las distintas lineas, se procedio a la
fijacion de lineas homocigotas. Las semillas segregantes T2 se sembraron en medio MS
suplementado con kanamicina o higromicina, seleccionandose 7-10 plantas resistentes por
cada linea. Estas plantas se transplantaron a tierra, donde se dejaron crecer hasta obtener su
descendencia por autofecundacion (T3). Se recolectaron las semillas T3 de cada una de las
lineas individuales y se sembraron en MS suplementado con el antibidtico necesario,

seleccionandose las lineas homocigotas por no presentar segregacion en la resistencia a éste.

M.5.3.2. Transformaciéon de Nicotiana benthamiana mediante infiltracion con

Agrobacterium tumefaciens

Para la agroinfiltracion de N. benthamiana se siguié el protocolo de (Waadt y Kudla,
2008). Se inoculd una colonia de A. tumefaciens portadora de la construccién de interés en 5
ml de medio YEP suplementado con los antibiéticos necesarios y se incubd durante toda la
noche a 30°C. Se midié la D.O.goq Yy se calculd el volumen necesario para obtener una D.O.gqg
de 0.5 segun la féormula V= (Vfinal x 0.5)/D.0.gq0. La cepa p19 (apartado M.1.1.1) se ajustd a
una D.O.5p de 0.3. Los volumenes calculados de cada cepa de Agrobacterium de interés se
mezclaron en un tubo Falcon y se centrifugaron a 6.000 rpm durante 5 minutos. Se eliminé el
sobrenadante y se resuspendieron las células en el volumen final de tampén de activacion. Se
mantuvieron a temperatura ambiente durante al menos 3 horas hasta la infiltracion. Finalmente,
se infiltré la mezcla con la ayuda de una jeringuilla a través del envés de las hojas de plantas

de 5 0 6 semanas convenientemente regadas.

Tampdn de activacion:

MES 10 mM
MgCl, 10 mM
Acetosiringona 150 uM
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M.6. Ensayos de crecimiento en levadura

Para la expresién en levadura de los alelos mutantes SOS3-C3A y SOS3-KA, se
realizaron mutaciones puntuales en el cDNA de SOS3 mediante PCR. Para la mutacién C3A se
uso la pareja de oligos C3A Xbal/SOS3 Xhol R. Para la mutacién KA se amplificé con los oligos
KA Xbal/SOS3 Xhol R. Los cDNAs resultantes portadores de la mutaciones se clonaron en el
vector pYPGE15 como fragmentos Xbal/Xhol. EI mutante G2A se obtuvo clonando el
fragmento Xbal/Xhol del plasmido pET::SOS3-G2A (Ishitani et al., 2000) en el vector
pYPGE15. Los plasmidos pYPGE15::S0S3-S205A y pYPGE15::5S0S3-S205D provienen del
laboratorio del Dr. Kudla (Universidad de Minster, Alemania).

El cDNA de SOS3 silvestre también se clond en el vector p425GPD como Xbal/Xhol a
partir del plasmido pYPGE15.

Para la expresion del mutante de SOS1 sin el dominio de uniéon a SOS3 se inserto el
fragmento Xbal/Xhol portador de la mutacion del plasmido pYeBYN::SOS1AS3BD en el
plasmido pYPGE15::SOS1.

La tolerancia a salinidad de los transformantes de levadura se caracteriz6 en medio
sélido AP determinando su capacidad de formar colonias mediante ensayos de gotas. Se
inoculé una colonia de cada transformante en 2 ml de medio YNB selectivo y se incub6 en
agitacion a 30 °C hasta saturacion (O.D.gp=2.5). A partir de estos cultivos saturados se
prepararon cuatro diluciones decimales seriadas y se dispusieron 5 yl de cada una en medio
AP suplementado con las concentraciones de NaCl indicadas. Las placas se incubaron a 30 °C

durante 3-5 dias.

M.7. Sistema SRS

El sistema SRS (SOS Recruitment System) de levadura se utilizé para estudiar in vivo
el direccionamiento de SOS3 a la membrana plasmatica. SOS3 y sus versiones mutadas
(SOS3-G2A, SOS3-C3A y SOS3-KA) se insertaron en el plasmido pADNS para producir la
fusion con la proteina hSos. La expresion de este plasmido es letal a 37°C a menos que la
proteina fusionada a hSos llegue a la membrana plasmatica (Aronheim et al., 1997).

Las construcciones se realizaron mediante PCR. EI cDNA de SOS3 se amplifico
usando la pareja de oligonucledtidos SOS3 Hindlll/SOS3 hSos a partir del plasmido
pYPGE15::SOS3. Para insertar la mutacion G2A se us6 la pareja de oligos SOS3 G_P1/SOS3
hSos, para la mutacion C3A la pareja SOS3 C_P1/SOS3 hSos y finalmente para la mutacion
KA, los oligos SOS3 K_P1/SOS3 hSos. El producto de cada PCR se cloné en el vector pCR
Blunt® a partir de donde se clonaron los fragmentos de interés en el vector pADNS como
Hindlll/Smal.
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A continuacion, todos los plasmidos utilizados para SRS se transformaron en la cepa
cdc25-2 de S. cerevisiae (Mata, cdc25-2, ura3, lys2, leu2, trp1, his3 y ade101) (M.1.2.1),
siguiendo el procedimiento como se indica en (Elble, 1992), con la modificacién de que la
temperatura de incubacién de la cepa cdc25-2 fue de 24°C. Las células de levadura
transformadas se seleccionaron en medio YNB selectivo y se incubaron en 2 ml de medio
liqguido. Para los analisis de SRS, se colocaron gotas de 5 ul de cuatro diluciones seriadas 1:10
a partir del cultivo liquido saturado. Las placas se incubaron durante al menos 3 dias a 24 y

37°C respectivamente. La viabilidad celular a 37°C se determiné en placas YPD.

M.8. Caracterizacion fisiolégica de plantas de A. thaliana
M.8.1. Ensayos de crecimiento en medio salino

Para los analisis de tolerancia salina se usaron semillas de la generacion T3 y se
germinaron in vitro en placas de MS. Después de 7 dias se transfirieron las plantulas, utilizando
pinzas esterilizadas por calor, a placas de medio LAK sélido suplementadas con la
concentracion de NaCl indicada en cada caso. A continuacion se incubaron en vertical en la

camara de cultivo in vitro en condiciones controladas durante 7-14 dias.

M.9. Ensayos de localizacion subcelular mediante fusién a la proteina GFP

Localizacion de SOS3 y sus mutantes en el extremo N-terminal:

Para la determinacion de la localizaciéon subcelular de SOS3 y las distintas versiones
mutantes (G2A, C3A y KA) se fusionaron estas proteinas a la proteina GFP. Las
construcciones se realizaron en el sistema de plasmidos pGreenll (John Innes Centre), que
expresan la proteina bajo el promotor CaMV35S y que en cuyo extremo 3’ se fusiona al cDNA
que codifica la proteina verde fluorescente, GFP. El cDNA de SOS3 se obtuvo mediante PCR a
partir del plasmido pYPGE15::SOS3, amplificando con la pareja de oligos SOS3 Hindlll/SOS3
GFP 3. Para la mutacion G2A se usé la pareja de oligos SOS3 G_P1/SOS3 GFP 3'. Para la
mutacion C3A los oligos SOS3 C_P1/SOS3 GFP 3'. Y por ultimo, para la mutacion KA, la
pareja SOS3 K_P1/SOS3 GFP 3. Los respectivos productos de las PCRs se clonaron en el
vector pCR Blunt® y finalmente se insertaron en el vector pGreenll como un fragmento
Hindlll/Notl.

Localizacién de los mutantes en los dominios NES de SOS3:

Por otro lado, para estudiar la influencia de los dominios NES en la localizacion de la
proteina se fusionaron distintas mutaciones en estos dominios a la proteina GFP. En primer
lugar, se elimind todo el fragmento de la secuencia a partir del aminoacido 136, eliminando de

este modo ambas secuencias NES. Para fusionar SOS3 sin los dominios NES a GFP, se
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amplificé SOS3 a partir del plasmido p425GPD con la pareja de oligos SOS3::GFP R/SOS3
Hindlll (=400 pb) y por otro lado, se amplifico la GFP usando los oligos SOS3::GFP F/GFP Xbal
R (=750 pb). El producto de las PCRs se corrié en un gel de TAE (M.2.4) y las bandas se
recortaron y purificaron (M.2.5) y se utilizaron como moldes para una nueva PCR con la pareja
de oligos SOS3 Hindlll/GFP Xbal R (=1.8 kb). El producto de PCR se purific6 de un gel de TAE
y se clono en el vector pPSPARK®. A partir de este vector, se corto el fragmento Hindlll/Xbal y
se insert6 en el vector final pGreenll.

Por otro lado, se realizaron mutaciones puntuales mediante PCR en los residuos clave
determinados segun la secuencia consenso de la primera secuencia NES identificada, para ello
se utilizé la pareja de oligos SOS3 NES1mut5-end/SOS3 NES1mut, de manera que se
sustituyeron los residuos de leucina por alanina (Leu140Ala, Leul141Ala, Leu146Ala y
Leu148Ala) y de igual manera se procedié con la segunda secuencia NES, con la pareja de
cebadores SOS3 NES2mut5-end/SOS3 NES2mut, mutando los residuos Leu183Ala,
Leu187Ala y Leu193Ala. A partir del producto de las anteriores PCRs se hizo una nueva PCR
con los oligos SOS3_NES1mut5-end/SOS3_NES2mut para obtener una nueva construccion
que incluyera las mutaciones en las leucinas de ambos dominios NES (Leu140Ala, Leu141Ala,
Leu146Ala, Leu148Ala, Leu183Ala, Leu187Ala y Leu193Ala). Finalmente, los fragmentos

portadores de las mutaciones puntuales se insertaron en el vector pGreenll.

Los plasmidos que expresaban la fusion de las proteinas de interés con la proteina
verde fluorescente GFP se transformaron en Agrobacterium tumefaciens y se infiltraron en
plantas de Nicotiana benthamiana como se detalla en el apartado M.5.3.2. Tres dias después
de la infiltracién se cortaron discos de 1-2 cm de las hojas infiltradas y se observaron en el

microscopio confocal.

M.10. Complementacién bimolecular fluorescente (BiFC)

Esta técnica permite la deteccion de la interaccion entre dos proteinas in vivo. Esto se
logra mediante la divisibn de una proteina amarilla fluorescente (YFP) en dos fragmentos y
fusionando cada uno de estos fragmentos a una proteina de interés (Hu et al., 2002). La

reconstitucion de la sefial de YFP sélo ocurre cuando las proteinas de interés interactuan.

M.10.1. Complementacion bimolecular fluorescente (BiFC) en plantas
M.10.1.1. Plasmidos para BiFC de plantas

Para analizar la interaccion entre proteinas de interés se realizaron ensayos de BiFC
como se indica en Waadt et al. (2008) y para realizacion de las construcciones necesarias se
usaron los vectores que se describen en esta publicacion, siguiendo las técnicas para la

manipulacion del ADN explicadas en el apartado M.2.
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El plasmido pSPYNE(R)::SOS2 proviene del laboratorio del Dr. Kudla. EI cDNA de
SOS1 se cloné en el vector pPSPYNE173 como un fragmento Xbal/Kpnl a partir del plasmido
pYPGE15::SOS1. La construccion pSPYNE173::SOS1A997 se obtuvo sustituyendo el
fragmento Xhol/Kpnl del plasmido pYeBYN::SOS1A997 en el plasmido pSPYNE173::S0OS1.

Todas las CBLs, excepto CBL4(SOS3) se clonaron en el vector pSPYCE(M) como
Xbal/Smal. SOS3y los alelos mutantes G2A, C3A y KA se insertaron en el vector pSPYCE(M)
como Xbal/Xhol a partir de los plasmidos correspondientes en el vector pYPGE15.

Las construcciones de interés se infiltraron en N. benthamiana a través de la
transfeccion con Agrobacterium, como se describe anteriormente (ver apartado M.5.3),

permitiendo la expresion transitoria de las proteinas fusionadas.

Absorcion Absorcién
.
Y
£
N-terminal @\ » C-terminal YFP
YFP
Antes BiFC Después BiFC

Figura M.1. Esquema del analisis de BiFC. Las proteinas A y B se fusionan a los fragmentos N-y C-
terminales de YFP, respectivamente. En ausencia de una interaccién entre A y B, las dos mitades del
fluoréforo permanecen no funcionales. Después de la interaccion entre A y B, se reconstituye el fluoréforo
permitiendo la emision de fluorescencia tras la excitacion con la longitud de onda apropiada. (Imagen
adaptada de Bhat et al. (2006)).

M.10.1.2. Infiltracion de Nicotiana benthamiana

Se transformd la cepa GV3101 de A. tumefaciens (Apartado M.1.1.1.) con las
construcciones para BiFC indicadas en cada caso. Estos transformantes se usaron
conjuntamente con la cepa p19, para permitir la expresion transitoria de las proteinas de interés
mediante su infiltracién en hojas de N. benthamiana de 5-6 semanas como se indica en el
apartado M.5.3.2
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M.10.2. Complementacion bimolecular fluorescente (BiFC) en levaduras
M.10.2.1. Plasmidos para BiFC de levaduras

Para los ensayos de BiFC de levaduras se usaron los plasmidos de expresiéon en
levaduras pYeBYN, pYeBYN(R) y pYeBYC(M) provenientes del laboratorio del Dr. Kudla.

Para la realizacion de la construccion pYeBYN::SOS1, el cDNA de SOS1 se extrajo del
plasmido pSPYNE173::SOS1 mediante digestion con las enzimas Xbal/Kpnl y se clono en el
vector de expresion en levadura pYeBYN. El fragmento del cDNA de SOS7 comprendido entre
los aminoéacidos 460 y 482, al que se ha denominado S3BD (SOS3 Binding Domain) se elimind
mediante PCR y se sustituyd esta version modificada de SOS1 en el plasmido pYeBYN::SOS1,
para ello, a partir del cDNA de SOS7 clonado en el vector pYPGE15, se amplificaron dos
fragmentos con las parejas de oligonucleétidos SOS1_UPSBamHI/BDSOS3Rev (222 pb) y
BDSOS3/SOS1KpnIR (2103 pb) (Anexo Ill), utilizando la polimerasa de alta fidelidad
Accuzyme. El producto de las PCRs se corrid en un gel de agarosa (M.2.4) y las bandas se
recortaron y purificaron (M.2.5) y se utilizaron como moldes para una nueva PCR con la pareja
de oligos SOS1_UPSBamHI|/ SOS1KpnIR (=1.8 kb). El producto de PCR se purifico de un gel
de TAE y se cloné usando el Blunt®PCR Cloning Kit (Invitrogen). Para la insercion de este alelo
en el plasmido de BiFC de levadura pYeBYN::SOS1, se liber6 un fragmento BamHI/Kpnl de 1.8
kb portador de la mutacion en el vector PCR Blunt® y se sustituyé con él el fragmento
correspondiente del alelo silvestre clonado en el vector pYeBYN (ver apartados M.2.6.1. y
M.2.6.4.). Del mismo modo, usando como molde el plasmido pYPGE15::SOS1 se amplifico el
fragmento de SOS7 que contenia el dominio de uniéon (S3BD) utilizando los oligos
SOS1_UPSBamHI/SOS1_3BDRevXhol. El producto de la PCR se purificé y se siguié el mismo
procedimiento que en el caso anterior para clonar el fragmento S3BD en el vector de BiFC de
levadura pYeBYN(R).

El cDNA de SOS2 se clon6 en el vector pYeBYN(R) a partir del plasmido
pSPYNE173::SOS2.

Para la construccion que expresa SOS1 truncado a partir del aminoacido 997, se
realizé una PCR con la pareja de oligos SOS1 Xhol/SOS1 997 Kpnl R, el producto resultante
se clond en el vector PCR Blunt®, desde donde se extrajo digiriendo con las enzimas Xhol/Kpnl
y a continuacion se sustituyd dicho fragmento portador de la mutacién en el plasmido
pYeBYN::SOS1.

M.10.2.2. Transformacién de levaduras para BIFC

Para analizar la interaccion entre proteinas de una forma mas rapida y cdmoda que
mediante la expresién transitoria en hojas de N. benthamiana se realizaron ensayos de BiFC
de levaduras. Las construcciones de interés se transformaron en la cepa de S. cerevisiae

ANTS5, para lo que se siguié el mismo proceso para la transformaciéon de levaduras que se
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indica en el apartado (M.4.2). Los transformantes se seleccionaron y se incubaron en 2 ml de

medio liquido durante 24 horas a 30 °C.

M.10.3. Microscopia para BiFC

Para los analisis de microscopia en planta se siguieron las indicaciones dadas en
(Waadt etal., 2008). Se cortaron discos de 1-2 cm de las hojas de N. benthamiana 3 dias
después de la infiltracion.

Los analisis de microscopia de levadura se realizaron a partir de cultivos de levaduras
en medio liquido, para lo que se tomé una pequefia alicuota y se observé directamente en el
microscopio.

Para visualizar los complejos eYFPC/eYFPN se usoé el filtro de YFP. Las imagenes se
tomaron con el microscopio confocal FluoView FV1000 (Olympus) usando el ldser de 515 nm y
el objetivo de agua 60X y se analizaron con el programa Olympus FluoView 2.1. (Olympus). El

analisis de la intensidad de la fluorescencia se realizé con el programa ImageJ.

M.11. Analisis de los acidos grasos mediante cromatografia de gases

Para el analisis del perfil de acidos grasos, se prepararon ésteres metilicos de acidos
grasos (FAME). La proteina purificada se dispuso en tubos de 10 ml con tapones de teflon, se
congeld a -80 °C vy se liofilizd. El material seco se sometid a una hidrodlisis acido-base y a
transesterificacion. A continuacién, se afiadieron 0,75 ml de NaMeO 0,5 M y la mezcla se lavo
con nitrégeno, se calentdé y se mantuvo a una temperatura de 80 °C durante 2 h. Después se
dej6é enfriar a temperatura ambiente, se afiadieron 1,5 ml de H,SO,-MeOH al 3% (v/v) y se
calenté a 80°C durante 6 h. La mezcla se dejé enfriar a temperatura ambiente y luego se
anadié 1 ml de heptano (que contenia 0,05% de BHT) y 3 ml al 10% (p/v) y se mezclo
vigorosamente durante 1 minuto. La fase organica superior, correspondiente al heptano, se
recogio para los analisis de cromatografia de gases. Los FAMEs se separaron en una columna
capilar de silice fundida Supelcowax 10 (longitud de 30 m, i.d. 0,32 mm y d; 0,25 um) (Sigma-
Aldrich Quimica, Madrid, Espafia) utilizando un cromatografo de gases Agilent Technologies
7890A (Agilent Technologies Espaina, Madrid, Espafia) equipado con un detector de ionizacion
de llama (FID), un inyector-divisor (inyector “split’) y un muestreador automatico de liquidos de
la serie 7683B. Se utilizé helio como gas portador con un flujo lineal constante de 1,75 ml/min.
La temperatura del inyector y del detector fue de 250 y 260°C respectivamente. El programa de
temperatura del horno empezé a 145 °C, aumentando 15°C/min hasta los 230 °C con un
tiempo de retencion de 10 minutos. El volumen de inyeccién fue de 1 pl (con un “split ratio” de

de 1:50). Los acidos grasos se identificaron por comparacion con los estandares conocidos.
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M.12. Herramientas Informaticas

Para la manipulacion de secuencias y construccion de alineamientos, se utilizé el
paquete informatico DNA Star (DNASTAR, Inc. Madison, W1, EE. UU.).

94



IV. RESULTADOS






V. Resultados

IV. RESULTADOS

CAPITULO |

R.1. El sensor de Ca®>* SOS3 interacciona con el transportador de Na* SOS1
R.1.1. Interaccion de SOS1 con SOS3

La interaccion fisica dependiente de Ca” entre la proteina sensora SOS3(CBL4) y la
proteina quinasa SOS2(CIPK24) se traduce en la estimulacién de la actividad quinasa de
SOS2 y en su translocacion a la membrana plasmatica, donde el complejo SOS2/SOS3
fosforila y activa al antiportador Na'/H" SOS1, permitiendo la restauracién de la homeostasis
idnica (Halfter et al., 2000; Guo et al., 2001; Guo et al., 2004; Qiu et al., 2002; Quintero et al.,
2002). Este proceso implica la interaccion del complejo SOS2/SOS3 con el extremo C-terminal
de SOS1, que actua como dominio inhibidor. La fosforilaciéon por el complejo SOS2/SOS3 del
residuo de serina en posiciéon 1138 situado en este dominio produce, probablemente, un
cambio conformacional del C-terminal de SOS1 que libera al transportador de su estado de
autoinhibicion y permite el intercambio Na*/H" (Quintero et al., 2011; Nufez et al, 2012).

En células animales, se ha demostrado que la actividad del intercambiador Na*/H" de la
membrana plasmatica NHE1 (Na'/H" Exchanger 1), se regula mediante la interaccion con
multiples tipos de proteinas, incluyendo varias clases de protein quinasas (Putney et al., 2002).
En un llamativo paralelismo con el sistema SOS de plantas, la actividad de NHE1 se regula
mediante la interaccion con los tres miembros de la familia de sensores de Ca®* CHP1 a 3
(Calcineurin B Homologous Protein). Las CHP son proteinas que unen Ca” a través de cuatro
dominios del tipo “EF-hand” y que se miristoilan en su extremo N-terminal (en el residuo Gly2).
En cuanto a su topologia, la proteina CHP2 presenta una estructura similar a la observada en
otras proteinas animales con cuatro dominios “EF-hand”, como la subunidad reguladora de la
fosfatasa calcineurina (CNB) (Kissinger et al., 1995), proteinas de interacciéon con canales de
K" (KChIP1) (Zhou et al., 2004), el sensor de calcio neuronal NCS-1 (Bourne etal., 2001),
neurocalcina (Vijay-Kumar y Kumar, 1999) o proteinas de unién a calcio e integrinas (CIB)
(Gentry et al., 2005). En plantas, las proteinas homélogas a las CHP son las pertenecientes a
la familia CBL (Nagae et al., 2003). A diferencia del sistema de plantas, las proteinas CHP
ejercen su accion reguladora mediante interaccion directa con el transportador NHE1 y no se
ha descrito la intervencién de ninguna proteina quinasa (Ammar et al., 2006). Para determinar
la posible existencia en planta de una regulacion de SOS1 mediante interaccién directa con
SOS3, se realizd un ensayo de BiFC (Bimolecular Fluorescence Complementation) en células
epidérmicas de hojas de Nicotiana benthamiana. El sistema BiFC permite la deteccién de la
interaccién entre dos proteinas in vivo; la proteina amarilla fluorescente (YFP) se divide en dos
fragmentos que individualmente no emiten fluorescencia y se fusionan a sendas proteinas que

son objeto del ensayo (Hu etal.,, 2002). Cuando las proteinas de interés interactian
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fisicamente, se aproximan los fragmentos de la YFP, reestableciendo la emision de
fluorescencia.

Se subclonaron los cDNAs de SOS71 y SOS3 en los vectores para BiFC de plantas
pSPYNE173 y pSPYCE(M), respectivamente. Los plasmidos pSPYNE173::SOS1 vy
pSPYCE(M)::SOS3 se coexpresaron en hojas de N. benthamiana mediante agroinfiltracion y se
analizaron a los tres dias en el microscopio confocal. En este ensayo, se detectd senal de
fluorescencia proveniente de la membrana plasmatica, observandose un peculiar patréon
punteado en lugar de una linea continua de fluorescencia, lo que sugiere que la interaccién

entre SOS1 y SOS3 ocurre en zonas discretas de la membrana plasmatica (Figura R.1).

YN-SOS1 xYC

Figura R.1. Analisis de la interaccion SOS1/SOS3. Imagenes de microscopia confocal de secciones de
hojas de Nicotiana benthamiana expresando: (A) SPYNE173:S0S2 y SPYCE(M)::SOS3 (control positivo),
(B) SPYNE173:S0OS1 y SPYCE(M)::SOS3, (C) SPYNE173::SOS1 y SPYCE(M) vacio (control negativo).
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Cuando se expresa la proteina SOS1 fusionada a GFP se puede observar que produce
un marcado continuo de la membrana plasmatica de la célula (Figura R.2A). Sin embargo,
cuando se visualiza el homodimero de SOS1, utilizando la técnica de BiFC, la fluorescencia
que se detecta no es uniforme, como en el caso anterior, si no que aparece en zonas aisladas
de la membrana (Figura R.2B). Dada la similitud del patron observado con la interaccion
S0OS1/SOS3 con el que produce el homodimero de SOS1, es muy posible que SOS3 interactue
especificamente con el complejo dimérico SOS1, sugiriendo que SOS3 podria incluso a

contribuir a la dimerizacién del transportador.

YN-SOS1 x SOS1-YC

Figura R.2. Expresion y localizacién de la proteina SOS1 y del homo-dimero SOS1. Imagenes de
microscopia confocal de secciones de hojas de Nicotiana benthamiana expresando: (A)
pGPTV35S:SOS1:GFP, (B) SPYNE173::SOS1 y SPYCE(M)::SOS1.

Una vez demostrada la existencia de esta interaccion, el siguiente paso consistio en
determinar la zona de la proteina de SOS1 en la que se producia la unién a SOS3. Dado que
era conocida la interaccion del complejo SOS2/SOS3 con el dominio autoinhibidor de SOS1,
que se localiza en los ultimos 150 aminoacidos de la region C-terminal, este fragmento de la
proteina era un candidato obvio como sitio de reconocimiento y unién de SOS3. En este
sentido, la proteina SOS3 actuaria como nexo de unién fisico, interactuando tanto con la
quinasa SOS2 y como con su sustrato, SOS1.

Con objeto de demostrar esta hipotesis, se realizé un nuevo ensayo de BiFC pero en el
sistema de levadura por ser este mas rapido y sencillo técnicamente (M.10.2.). Para ello, se
coexpreso el plasmido pYeBYC(M)::SOS3 con pYeBYN::SOS1A998, que produce una version
mutante de SOS1 carente del dominio autoinhibidor, en la cepa de levadura ANT5S (Aena1-4
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Anha1l Anhx1). Como control positivo se incluyeron construcciones similares para detectar la
interaccién entre SOS2 y SOS3. Las colonias transformadas con los plasmidos para BiFC se
seleccionaron en medio YNB sin leucina y sin triptéfano. Las colonias obtenidas se inocularon
en medio liquido y tras 24 horas creciendo a 30°C se observaron en el microscopio confocal.
Como se observa en la Figura R.3, y en contra de lo esperado, se produce una clara
reconstitucion de la sefial fluorescente, por lo que parece que la interaccion de SOS1 con
SOS3 es independiente del dominio autoinhibitorio de SOS1.

YN-SOS2 x SOS3-YC j)7)

YN-SOS1 xYC

(.

(8]

YN-SOS1 x SOS3-YC =
K™

Figura R.3. Analisis de la interaccion SOS1/SOS3 mediante BIFC de levaduras. Imagenes de
microscopia confocal expresando: (A) pYeBYN:SOS2 y pYeBYC(M)::SOS3 (control positivo), (B)
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pYeBYN::SOS1 y pYeBYC(M) vacio (control negativo), (C) pYeBYN::SOS1 y pYeBYC(M)::SOS3, y (D)
pYeBYN::SOS1A998 y pYeBYC(M)::SOS3.

Debido a lo inesperado del resultado y para descartar artefactos asociados al uso de un
sistema heterdélogo, se repitid el ensayo de interaccion in planta. EIl cDNA de SOS1 truncado en
el codon que codifica el aminoacido 998 (Q998Stop) se clond en el vector pSPYNE173 y se
coexpresd con SOS3 clonado en el vector pSPYCE(M) en hojas de N. benthamiana. El
resultado en plantas confirmé el obtenido en levaduras: la interaccion entre SOS1 y SOS3 no
se produce en el dominio autoinhibitorio de SOS1, donde si tiene lugar la interaccion con el

complejo SOS2/SOS3, y debe ocurrir en un dominio no caracterizado (Figura R.4).

YN-A998 x YC

Figura R.4. Analisis de la interaccion SOS1/SOS3 mediante BIFC de plantas. Imagenes de
microscopia confocal expresando: (A) pYeBYN:SOS1 y pYeBYC(M)::SOS3 (control positivo), (B)
pYeBYN::SOS1A998 y pYeBYC(M)::SOS3, (C) pYeBYN::SOS1A998 y pYeBYC(M) vacio (control

negativo).
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R.1.2. Localizacion de la interaccion SOS1 con SOS3

Para determinar los mecanismos moleculares de la interaccion y regulacion de NHE1
por los sensores de Ca®* CHP, dos laboratorios determinaron de manera independiente la
estructura tridimensional del complejo formado por un fragmento de NHE1 y una proteina CHP.
Ammar et al (2006) cristalizaron un fragmento de NHE1 que comprendia los aminoacidos 515 a
540 unido a CHP2, y Mishima et al (2007) resolvieron mediante resonancia magnética nuclear
(NMR) la estructura formada por un segmento algo mayor de NHE1, que comprendia los
aminoacidos 505 a 545, y la proteina CHP1. En ambos complejos, los residuos de NHE1 que
participan en la interaccion son los aminoacidos 518 a 537, los cuales forman una a-hélice que
se inserta en un surco creado por los I6bulos N-terminal y C-terminal de la proteina CHP. Esta
estructura se mantiene gracias a las interacciones hidrofébicas entre ambos péptidos (Ammar
et al., 2006, Mishima et al 2007). La a-hélice de NHE1 se localiza justo en el inicio de la region
C-terminal citosdlica y esta formada por residuos hidrofébicos que se orientan hacia una cara
de la estructura y residuos con carga hacia el lado opuesto. Teniendo en cuenta esta
informacion, se procedié a analizar la secuencia peptidica de SOS1 con objeto de identificar
una region con estructura similar a la descrita en NHE1 que pudiera ser el dominio de unién a
SOS3. Utilizando el programa Megalign (DNAStar) que permite hacer comparaciones de
secuencias de proteinas, se detectd una region de SOS1 comprendida entre los aminoacidos
460 y 482, con una homologia significativa a la a-hélice de NHE1 (Figura R.5A). Finalmente, se
simulé la estructura helicoidal de este fragmento de SOS1 utilizando el programa Protean para
comprobar si, al igual que en el caso de NHE1, presenta residuos hidrofébicos orientados hacia
un lateral de la hélice y residuos cargados hacia el lado opuesto. Como se puede observar en
la Figura R.5B, la disposicién de los aminoacidos hidrofébicos, representados en circulos
negros se localizan de una manera similar en NHE1 y en SOS1.

A  Atsosl **°KKRILEYTKYEMLNKALRAFQDL*%?
K:. I E .. :.L:. L :::D:
HsNHE1l ., . KRSINEEIHTQFLDHLLTGIEDI..,
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HsNHE1 AtSOS1

Figura R.5. Alineamiento del fragmento de unién de HsNHE1 a CHP2 y su secuencia homéloga en
AtSOS1 y simulacion de la disposicion de estos aminoacidos en la a-hélice. (A) Los residuos
conservados en las dos secuencias se destacan en rojo. Los residuos que han sido sustituidos por otros
aminoacidos de propiedades similares se han sefialado con dos puntos. (B) Simulacion de la estructura

helicoidal de la secuencia de aminoacidos de HsNHE1 (izquierda) y AtSOS1 (derecha).

Si la secuencia identificada es realmente la implicada en la interacciéon con SOS3,
deberia ser suficiente para reproducir la interaccion y su eliminacién en la proteina SOS1 haria
que ésta se perdiera. Para comprobarlo, se realizaron experimentos de BiFC en levaduras.
Mediante la técnica de PCR se amplificé el fragmento de SOS1 correspondiente al dominio de
union a SOS3 (S3BD, SOS3 Binding Domain) y se subclond en el vector pYeBYN(R).
Paralelamente, se elimind, también mediante PCR, el fragmento que codifica el dominio S3BD
del cDNA de SOST7. Este alelo mutante, denominado SOS1AS3BD, se transfirid al vector
YeBYN.

Se coexpresaron los plasmidos pYeBYN::SOS1AS3BD (SOS1 sin el supuesto dominio
de unién a SOS3) o pYeBYN(R)::S3BD con pYeBYC::SOS3 en la cepa de levadura ANTS
(Aena1-4 Anhal Anhx1). Las células de levaduras transformadas se seleccionaron y se
observaron en el microscopio confocal. Cuando eliminamos el probable dominio de unién de
SOS1 observamos que la interacciéon SOS1/SOS3 se pierde, mientras que la interaccion se
produce cuando se expreso solo el fragmento S3BD de 23 aminoéacidos fusionado al fragmento
N-terminal de la YFP. Segun este resultado, la secuencia de aminoacidos comprendida entre
las posiciones 460 y 482 de SOS1 es necesaria y suficiente para interaccionar con SOS3, de

forma similar al dominio de unién de CHP de la proteina NHE1.
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YN-AS3BD x SOS3-YC

YN-S3BD x SOS3-YC

YN-S3BD x YC

Figura R.6. Caracterizacion del dominio de uniéon de SOS3 en SOS1 mediante BIFC en levadura.
Imagenes de microscopia confocal de células de la cepa ANT5 de S. cerevisiae expresando: (A)
pYeBYN::SOS1 y pYeBYC(M):SOS3, (B) pYeBYN::SOS1AS3BD y pYeBYC(M)::SOS3, (C)
pYeBYN(R)::S3BD y pYeBYC(M)::SOS3, y (D) pYeBYN(R)::S3BD y vector pYeBYC(M) vacio.

El resultado previo obtenido en el experimento de BiFC de levaduras se validé
mediante un experimento de BiFC en plantas de N. benthamiana. Para ello se obtuvieron las
construcciones equivalentes pSPYNE173::SOS1AS3BD y pSPYNE(R)173::S3BD en vectores
para plantas, que se coexpresaron con pSPYCE(M)::SOS3. El resultado de este experimento in

planta fue idéntico al obtenido en el experimento de BiFC de levaduras. La interaccion entre
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SOS1 y SOS3 se perdié cuando se elimind el dominio de unién de SOS1 a SOS3 vy la

expresion del dominio de unién de SOS1 fue suficiente para producir la interaccion con SOS3.

YN-AS3BD x SOS3-YC |

YN-AS3BD x YC

Figura R.7. Caracterizacion del dominio de unién de SOS3 en SOS1 mediante BIFC en planta.
Imagenes de microscopia confocal de secciones de hojas de Nicotiana benthamiana expresando: (A)
SPYNE173::S3BD y SPYCE(M)::SOS3, (B) SPYNE173::S3BD y SPYCE(M) vacio (control negativo), (C)
SPYNE173::SOS1AS3BD y SPYCE(M)::SOS3, y (D) SPYNE173::SOS1AS3BD y SPYCE(M) vacio

(control negativo).
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R.1.3. Especificidad de la interaccion SOS1/SOS3. Interaccién con otras proteinas CBL

En células animales el transportador de sodio NHE1 es capaz de formar complejos con
las tres proteinas que componen la familia de sensores de Ca®** CHP. Para investigar si SOS1
también interacciona con el resto de proteinas de la familia CBL (10 miembros en Arabidopsis)
se realizé un experimento de BiFC en plantas de N. benthamiana. Para ello se cloné cada una
de las CBLs en el vector pSPYCE(M) y se coexpresaron con el plasmido pSPYNE173::SOS1.
Como se muestra en las imagenes de microscopia confocal de la Figura R.8, SOS1 se unié de
forma especifica a CBL4(SOS3) y a CBL8. Por el contrario, no se observé interacciéon con
CBL2, CBL5, CBL7, CBL9 y CBL10, que si interaccionaron cuando se utilizé una proteina CIPK
como control positivo. En el caso de CBL3 y CBL6 el resultado no es totalmente concluyente,
ya que se observa una ligera fluorescencia en presencia de SOS1, pero dado que también
aparece, y con mucha mas intensidad, cuando se coexpresan con el vector pSPYNE173 vacio,
podria considerarse un falso positivo; no obstante habria que mejorar las condiciones de este
experimento para descartar estas interacciones.

El resultado muestra que la interaccion SOS1/SOS3 es muy especifica y refleja
probablemente una funcion importante de este complejo en la regulaciéon de la homeostasis de
Na® en planta. La otra proteina que interacciona con SOS1 es CBLS8, que es el miembro de la
familia de sensores de Ca®* CBL con mayor similitud de secuencia con SOS3 (62,1% de
identidad). Hasta la fecha se desconoce la funcion de CBLS8, pero teniendo en cuenta la
especificidad de la interaccidon, es muy posible que también participe en la regulacion del
transporte de Na®, quiza sustituyendo a SOS3. En este sentido es importante tener en cuenta
que SOS3 se expresa de forma preferente en la raiz, mientras que SOS1 se expresa alrededor

de los haces vasculares, tanto de la raiz como de las hojas.
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Figura R.8. Analisis de la interaccion in planta de SOS1 con todas las proteinas de la familia CBL.
Imagenes de microscopia confocal de secciones de hojas de Nicotiana benthamiana expresando
pSPYNE173::SOS1 con cada una de las CBLs en el vector pSPYCE(M).
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R.1.4. Caracterizacion funcional en S. cerevisiae de la interaccion SOS1 y SOS3

El sistema de expresion en levadura ha sido de gran utilidad para el aislamiento y
caracterizacion funcional de proteinas de varios organismos y especialmente para el estudio de
proteinas de transporte en plantas (Dreyer et al., 1999). En levaduras, la extrusiéon de Na* del
citosol se lleva a cabo por las ATPasas de Na® SCENA1-4 y el antiportador Na*,K'/H" ScNHA1,
ambos situados en la membrana plasmatica (Haro et al., 1991; Wieland et al., 1995; Bafiuelos
etal., 1998), mientras que el antiportador prevacuolar Na',K’/H* ScNHX1 se encarga de su
acumulacion interna (Nass et al., 1997; Darley et al., 2000; Quintero et al., 2000). La cepa de
levaduras ANT5 (Aenai-4, Anhail, Anhx1) carece de estos transportadores por lo que es
incapaz de crecer en medios con una concentracién superior a 70 mM de NaCl (Quintero et al.,
2002). La expresién en esta cepa del transportador de Na* de la membrana plasmatica SOS1
es capaz de suprimir parcialmente el fenotipo de halosensibilidad de la levadura, efecto que se
incrementa considerablemente por la coexpresién con el complejo SOS2/SOS3.

Los resultados obtenidos en los experimentos de BiFC realizados en levadura y en
planta, desvelan la interaccion fisica entre SOS1 y SOS3, pero se desconoce las
consecuencias funcionales de la misma. Con objeto de caracterizar la funcién del complejo
formado por SOS1 y SOS3, se clond el alelo mutante SOS71AS3BD (que porta una delecion del
cDNA que codifica los 23 aminoacidos responsables de la interaccion con SOS3) y el alelo
silvestre SOS17 en el vector de expresion en levadura pYPGE15 y ambos se coexpresaron en la
cepa ANT5 de S. cerevisiae, en presencia y ausencia de los cDNAs que codifican SOS2 y
SOS3 (Figura R.9). La expresion de la proteina mutante SOS1AS3BD no complemento el
fenotipo de halosensibilidad a 200 mM de NaCl, pero lo suprimié parcialmente a 100 mM de
NaCl, efecto que se incrementd considerablemente cuando se coexpresé con el complejo
S0S2/S0OS3. La proteina silvestre SOS1, usada como control, fue incapaz de crecer a una
concentracion de 100 mM de NaCl, mostrando una halotolerancia comparable a la observada
en los controles transformados con el vector pYPGE15 vacio. La coexpresién de SOS1 con el
complejo SOS2/SOS3 si complementd fenotipo de halosensibilidad de la levadura como se

esperaba.
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Figura R.9. Caracterizaciéon funcional de la interaccion directa de SOS1 con SOS3 en levadura.
Transformantes de la cepa halosensible ANT5 de levadura expresando el alelo mutante SOS1AS3BD con
y sin el complejo SOS2/SOS3. Se inocularon gotas de 5 pl de diluciones decimales seriadas en placas
con medio AP normal y suplementado con 100 y 200 mM de NaCl, y se incubaron a 28 °C.

Estos resultados indican que la ausencia del dominio de union de SOS1 a SOS3 no
afecta al proceso de activacion de SOS1 por el complejo SOS2/SOS3 a concentraciones altas
de NaCl. No obstante, a concentraciones bajas/moderadas de sal y en ausencia de
S0S2/S0S3, la falta de este dominio si que se traduce en una mejora de la actividad basal de
SOSH1, lo que sugiere un papel inhibidor del dominio S3BD.

Con el fin de comprobar si la unién a SOS3 podria restar actividad transportadora a
SOS1, se realizé un experimento de complementacion en levadura donde se usé la proteina
silvestre y el mutante de SOS1 truncado en el aminoacido 998 (SOS1A998), que da lugar a
una proteina hiperactiva e independiente del complejo SOS2/SOS3. Se clond el cDNA de
SOS1 y del alelo hiperactivo SOS1A4998 en el vector de expresion en levadura pYPGE15 y se
coexpresaron junto con SOS3 clonado en el vector p425GPD en la cepa ANTS de S.
cerevisiae. Como puede observarse en la Figura R.10, las levaduras que expresan el alelo
silvestre o el hiperactivo SOS1A4998 junto con SOS3 no mostraron una menor tolerancia a sal
comparadas con aquellas que expresaban solo el alelo SOS71A998. Segun este resultado, no
parece que la interaccion directa con SOS3 se traduzca en una inhibicion de la actividad
transportadora de Na* de SOS1.
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S0s1

SOS1+S0S3

Control 70 mM NaCl 100 mM NaCl
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S0S3

A998

A998+S0S3

0 mM NaCl 200 mM NaCl 400 mM NaCl 800 mM NaCl

Figura R.10. Efecto de la sobreexpresion de SOS3 sobre la tolerancia a salinidad impartida por el
transportador SOS1 y su version hiperactiva SOS1A998. Transformantes de la cepa halosensible
ANT5 de levadura expresando: el alelo SOS1 silvestre con y sin SOS3 en placas de medio AP normal y
suplementado con 70 y 100 mM de NaCl (panel superior); y el mutante hiperactivo SOS714998 con y sin
SOS3 en placas de medio AP normal y suplementado con 200, 400 y 800 mM de NaCl (panel inferior). Se
inocularon 5 pl de diluciones decimales seriadas en las placas indicadas en cada caso y se incubaron a
28 °C.

R.1.5. Caracterizacion funcional in planta de la interaccion SOS1/SOS3

Los resultados obtenidos en el apartado anterior indican que la interaccion SOS1/SOS3
podria tener una funcién diferente a la regulacién directa del transporte de Na* de SOS1. En el
caso de células animales, se ha demostrado que la interacciéon de CHP3 con el antiporte NHE1
promueve la maduracion biosintética y la estabilidad en la membrana plasmatica del
transportador (Zaun et al., 2008). Si SOS3 actuase de manera similar a CHP3, podria explicar
los resultados previos obtenidos en levadura. La pérdida del dominio de uniéon a SOS3 podria
incrementar la cantidad de SOS1 que llega a la membrana, y por eso se registra un ligero
incremento de la tolerancia a NaCl, mientras que el incremento de la proteina en la membrana
no tiene efectos perceptibles sobre el fenotipo de tolerancia cuando se utiliza una version
hiperactiva de SOS1.

Para comprobar esta hipotesis se decidié comparar la distribucion de SOS1 en la linea
mutante de Arabidopsis sos3-1 y su correspondiente silvestre. Esta planta mutante produce
una proteina SOS3 no funcional debido a una deleciéon en el locus SOS3 que elimina tres

aminoacidos esenciales del tercer dominio “EF-hand” e impiden la unién de Ca® (Liu y Zhu,
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1998). La pérdida de la capacidad de sensar Ca®* hace que S0s3-1 sea incapaz de
interaccionar con SOS2 (Ishitani et al., 2000) y presumiblemente, tampoco se uniria a SOS1.
Antes de estudiar la localizacion de SOS1 en el fondo mutante sos3-7, se comprobé mediante
la técnica de BiFC si la interaccion de SOS1 con SOS3-1 se producia. Como muestra la Figura

R.11, la proteina mutante SOS3-1 no forma complejo con el transportador SOS1.

YN-SOS1x SOS3-YC

YN-SOS1 x SOS3-1-YC

Figura R.11. Analisis de la interaccion de SOS1 con la proteina mutante SOS3-1 mediante BiFC en
plantas. Imagenes de microscopia confocal de secciones de hojas de Nicotiana benthamiana
expresando: (A) pSPYNE173::S0S1 y pSPYCE(M)::SOS3, (B) pSPYNE173::SOS1 y pSPYCE(M)::SOS3-
1.

Para estudiar la localizacion subcelular de SOS1 dependiente de SOS3, se hizo una
fusion de su regién codificante de la copia gendémica de SOST conteniendo los primeros 13
intrones al cDNA de GFP para conseguir una fusion traduccional SOS1:GFP. La expresion de
esta fusion se puso bajo el control del propio promotor del gen SOS7 para conseguir un patron
de expresion del transgen similar a la del gen nativo. Con esta construccién se transformaron
plantas silvestres Col-0 y mutantes sos3-1 y se obtuvieron plantas transgénicas homocigotas
en ambos casos. En un primer analisis mediante microscopia confocal de fluorescencia se
pudo observar que la maxima senal aparecia en los meristemos apicales de la raiz, lo que
coincidia con los resultados publicados para la localizacién de la expresion de SOS1, utilizando
una fusién de su promotor al gen reportero GUS (Shi et al., 2002).

A continuacién se estudié la localizacion subcelular de SOS1 en los meristemos de la
raiz de plantas silvestres y mutantes sos3-17 crecidas en medio MS1/2 en ausencia o presencia
de 50 mM de NaCl. En las células silvestres, en el medio control, se observé localizacién de

SOS1:GFP en la membrana plasmatica, pero también en pequefos puntos distribuidos por el
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citoplasma que tiene un patrén coincidente con la del reticulo endoplasmico. En el mutante
s0s3-1 la localizacion fue similar, quiza con menor intensidad de fluorescencia en la membrana
plasmatica. En cambio, después de mantener las plantas en presencia de 50 mM NaCl durante
dos dias, se encontraron evidentes diferencias en la localizacién de SOS1:GFP entre el
silvestres y el mutante sos3-1. Mientras que en las células del meristemo de las plantas Col-0,
la sefial de SOS1:GFP era clara en la membrana plasmatica, en las células del mutante, ésta
habia casi desaparecido de ella. Este resultado indica que la interaccion SOS1/SOS3 es
necesaria para mantener al antiportador SOS1 en la membrana plasmatica en condiciones de
estrés salino. Queda por determinar si SOS3 confiere estabilidad a SOS1, evitando su
degradacion, o bien SOS3 es requerida para el trafico de SOS1 desde el reticulo a la

membrana plasmatica.

WT + SOS1:.GAFP“"‘“"v ' WT + SOS1:GFP.

it

sos3-1 + SOS1:GFP ; sos3-1+ SOS1:GFP

Control 50 mM'NaCl

Figura R.12. Localizacion subcelular de la proteina SOS1 fusionada a GFP en plantas transgénicas
de Arabidopsis. Las imagenes muestran raices de plantulas silvestres y mutantes sos3-1 transformadas

con SOS1-GFP, en condiciones normales y después de un tratamiento con 50 mM de NaCl.
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CAPITULO I
R.2. Modificaciones postraduccionales de SOS3

Las proteinas pueden sufrir numerosas modificaciones una vez sintetizadas, que se
denominan modificaciones postraduccionales. Estas modificaciones constituyen un mecanismo
esencial de regulacion de su actividad bioldgica ya que inducen una gran variedad de cambios
estructurales y funcionales. Las modificaciones postraduccionales tienen importantes efectos
moduladores y pueden conllevar a la activacién o desactivacién de su funcién, determinar su
localizacion celular, alterar su capacidad para interaccionar con otras proteinas o dictar que la
proteina debe ser degradada.

La naturaleza de las modificaciones postraduccionales es muy variada. Las proteinas
pueden sufrir oxidaciones, glicosilaciones, acetilaciones, protedlisis, unién de moléculas
lipidicas, fosforilaciones, unién covalente de otras proteinas pequefias, etc. Si tenemos en
cuenta estas transformaciones, la variedad de estructuras y funciones de las proteinas
aumenta dando lugar a una gran cantidad de especies diferentes que pueden desempefiar
multitud de funciones en las células (Pérez-Sala, 2012).

Muchas de las proteinas de la familia CBL, entre ellas SOS3(CBL4), sufren
modificaciones postraduccionales como la acilacién (miristoilacién y/o palmitoilacion) (Batistic
et al.,, 2008) o la fosforilacion (Hashimoto et al., 2012), que pueden influenciar en su funcion
biolégica y su asociacién con las membranas celulares. La acilacion es una maodificacion
lipidica que por lo general facilita la asociacion de las proteinas con las membranas celulares y
favorece que ejerzan su funcidon en compartimentos celulares especificos. También la
fosforilacion de proteinas, mediada por proteinas quinasas, es una modificacion
postraduccional con una gran importancia reguladora, que forma parte de los mecanismos
habituales para controlar el estado de funcionamiento de la proteina.

Las consecuencias de estas modificaciones sobre la funcion y localizacién de SOS3
han sido poco o nada estudiadas. Por ello, se decidié hacer un analisis detallado del efecto que
tienen las acilaciones, el dominio poli-Lisinas especifico de SOS3 vy la fosforilacion por CIPKs

sobre las propiedades funcionales de SOS3.

R.2.1. Acilaciéon y dominio de poli-Lisinas de SOS3

Se han descrito varios mecanismos que contribuyen a la asociacion de los sensores de
calcio con las membranas celulares. La unién a membrana puede ocurrir a través de dominios
transmembrana, interacciones electrostaticas o mediante la modificacion lipidica de las
proteinas. Varias proteinas sensoras de calcio, como la unidad reguladora CNB de calcineurina
y el grupo de los sensores de calcio neuronales (NCS), experimentan una modificacion lipidica
mediante miristoilacion irreversible de su extremo N-terminal (Burgoyne y Weiss, 2001). La
union de un acido miristico suele ser suficiente para el anclaje de proteinas solubles a las

membranas bioldgicas. Sin embargo, la asociacion de las proteinas miristoiladas a la
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membrana, a menudo requiere factores adicionales que permitan un contacto mas cercano con
la membrana plasmatica. Estos factores pueden incluir la presencia de un dominio polibasico,
capaz de interaccionar con las cabezas polares de los fosfolipidos que componen las
membranas celulares (Resh, 1999; Greaves y Chamberlain, 2007), la prenilacion de la proteina
en el extremo C-terminal o la S-acilacion de la proteina (Greaves y Chamberlain, 2007). La S-
acilacion, mas comunmente denominada palmitoilacion, implica la union reversible de acidos
grasos, usualmente acido palmitico, a residuos de cisteina permitiendo asi el anclaje de las
proteinas a la cara citoplasmatica de las membranas celulares (Huang y El-Husseini, 2005). Se
ha demostrado que la palmitoilacién regula la actividad de varias proteinas y la localizaciéon de
elementos clave de la sefializacién celular (Bijlmakers y Marsh, 2003; Rocks, 2005; Sorek
et al., 2007).

Comparando las secuencias N-terminales de proteinas miristoiladas conocidas y
estudiando la especificidad del sustrato de las miristoil transferasas, Towler etal. (1988)
identificaron una secuencia consenso para la miristoilacion, MGXXXS/T(K).

A diferencia de la miristoilacion, no se ha definido claramente una secuencia consenso
para la palmitoilacion, mas alla del requisito imprescindible del residuo de cisteina que sirve de
aceptor. Sin embargo, un estudio reciente de Hemsley et al. (2013) identific6 mas de 500
proteinas objeto de palmitoilacién en suspensiones de células de la raiz de A. thaliana, un
namero muy superior a las proteinas susceptibles de miristoilacion identificadas en esta planta.

La proteina SOS3 posee la secuencia consenso para la miristoilacion de su extremo N-
terminal (MGCSVSKKKKK) (Liu y Zhu, 1998) y un residuo de cisteina adyacente que podria
ser un candidato para la palmitoilacion. Estudios anteriores han demostrado que SOS3(CBL4)
se miristoila in vitro y que esta miristoilacion es necesaria para la activacién de SOS1 y por
tanto para la tolerancia a salinidad, aunque se desconocen las razones por las que esta
acilacion es esencial (Ishitani et al., 2000).

Para estudiar en detalle las modificaciones lipidicas de SOS3 in vivo, se realizé un
analisis del perfil de acidos grasos asociados a esta proteina. Para ello, se etiqueté la proteina
SOS3 con una cola de poli-His en su extremo C-terminal y se expresé en levadura. La proteina
se purific6 mediante cromatografia de afinidad y posteriormente se sometié a una hidrdlisis
combinada basica y acida, para liberar los acidos grasos que finalmente fueron metilados para
su caracterizacion mediante cromatografia de gases. Este analisis determiné la presencia de
acido miristico (C14:0) y de acido palmitico (C16:0), lo que demuestra que SOS3 sufre una
doble modificacion lipidica, mediante miristoilacién y palmitoilacién. Ademas de acido palmitico,
se detectaron otros acidos grasos con cadenas de 16 y 18 atomos de carbono y diferente
numero de insaturaciones, lo que confirma que las protein S-acyl transferasas (PATSs)

transfieren varios tipos de acidos grasos C16 y C18 (Hurst y Hemsley, 2015).
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Figura R.13. Perfil de acidos grasos de SOS3 analizado por cromatografia de gases. Las
especies detectadas fueron &cido miristico (C14:0), acido palmitico (C16:0), acido palmitoleico (C16:1),

acido estearico (C18:0), acido oleico (C18:1) y acido linolénico (C18:3).

Ademas de los motivos de acilacion, SOS3 también posee una secuencia de poli-
lisinas (poli-K) entre los aminoacidos 6 y 12 que no se encuentra en ninguna otra proteina de la
familia CBL pero que estd muy conservada en las proteinas CBL4 de varias especies
vegetales. Estas lisinas pueden contribuir a la asociacion de SOS3(CBL4) con membranas
celulares mediante interacciones electroestaticas con las cabezas polares de los fosfolipidos
que la componen (Monné et al., 1998; Killian y Von Heijne, 2000).

Para determinar cémo las acilaciones de SOS3(CBL4) y su dominio de poli-lisinas
afectan tanto a su funcién como a su localizacién subcelular se construyeron alelos mutantes
de SOS3 que impidieran estas modificaciones. Para ello, se sustituyo la glicina en posicion 2 y
la cisteina en posicién 3 por residuos de alanina para bloquear la miristoilacién (G2A) y la
palmitoilacion (C3A), respectivamente, y por ultimo, se sustituyd el dominio polibasico formado

por 5 lisinas por 5 alaninas (mutante KA).

R.2.2. Fosforilacion de SOS3

Las proteinas sensoras CBL interaccionan con las protein quinasas CIPK a través del
dominio NAF situado su extremo carboxiterminal regulatorio (Albrecht et al., 2001). ElI dominio
NAF lleva a cabo una funcién autoinhibitoria sobre la actividad quinasa y la unién de la CBL
produce un cambio conformacional que activa a la quinasa (Guo et al., 2001; Gong et al.,
2002). Estudios recientes han identificado un nuevo mecanismo de regulacién de los complejos
CIPK/CBL mediante el cual las proteinas CBL son fosforiladas en su extremo carboxilo terminal

por sus proteinas CIPKs interactoras, provocando una serie de cambios conformacionales que
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incrementan la especificidad y la actividad de los complejos CIPK/CBL hacia sus proteinas
diana (Lin et al 2009; Hashimoto et al., 2012). Asi pues las proteinas CBL no solo regulan la
actividad quinasa de las proteinas CIPK, sino que también ellas mismas son sustrato para las
quinasas con las que interaccionan.

Se ha demostrado que la proteina SOS2(CIPK24) fosforila a SOS3(CBL4) y a CBL10,
mientras que CIPK23 fosforila a CBL1. En los tres casos, esta fosforilacion ocurre en un
residuo de serina préximo al final de la proteina (Lin et al 2009; Hashimoto et al., 2012). Este
aminoacido esta muy conservado y aparece en 8 de las 10 proteinas que componen la familia
CBL de Arabidopsis; en CBL5 aparece en la misma posicién un residuo de treonina que
también es susceptible de fosforilacion. CBL6 es el unico miembro de la familia que carece de

un residuo fosforilable en esa posicion (ver Figura R.14).

v

CBL1 PYLRDITTTFPSFVFHSEVDEIAT-----
CBL9 PYLRDITTTFPSFVFNSEVDEIAT-----
CBL4 PYLKDINRTFPSFVSSCEEEEMELQNVSS
CBL8 PYLKEVTLAFPSFVLDSEVED--------
CBL5 PFLKDIPRIFPTFLR--—-—--—-—-—--
CBL10 PYLKDVTTAFPSFIFNTEVED--------
CBL2 QYLKDITTTFPSFVFHSQVEDT-------
CBL3 QYLKDITTTFPSFVFHSQVEDT-------
CBL6 QHLKDVTKTFPNFVFHTIVTDTPSELDG-
CBL7 QYLKDITTTFPSFVLHSQVEDT-------

Figura R.14. Alineamiento de la regiéon C-terminal de las proteinas CBLs de A. thaliana. El residuo
de serina fosforilable por CIPK esta sefialado con una flecha. Los aminoacidos semiconservados,
conservados y coincidentes en todas las proteinas CBL estan sefialados con un punto, dos puntos y un

asterisco respectivamente.

Con el fin de determinar la importancia de la fosforilacién de la proteina SOS3 para su
funcion, se realizé una mutagénesis dirigida del cDNA de SOS3 para sustituir la serina 205 que
es fosforilada por SOS2 por un aspartico (S205D), que mimetiza la fosforilacion, y por una

alanina, un aminoacido que impide la fosforilacion (S205A).

R.3. Consecuencias funcionales de las modificaciones postraduccionales de
SOS3

R.3.1. Caracterizacion funcional en S. cerevisiae de los alelos mutantes de SOS3

El sistema SOS puede ser reconstituido en una cepa de levadura halosensible, carente
de sus sistemas enddgenos de transporte de Na®, produciendo un notable aumento de su
tolerancia a NaCl (Quintero etal., 2002; Quan et al., 2007; Lin etal., 2009). Este sistema
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proporciona una aproximacion rapida y sencilla para analizar la capacidad de los diferentes
alelos mutantes de SOS3 de reconstituir funcionalmente la ruta SOS. Las proteinas mutantes
SOS3-G2A (no miristoilable), SOS3-C3A (no palmitoilable) y SOS3-KA (sin el dominio de
polilisinas), asi como los mutantes de la serina fosforilable SOS3-S205A y SOS3-S205D, se
coexpresaron con SOS2 y SOS1 en la cepa halosensible de S. cerevisiae YP890 (Aenai-4,
Anha1, Anhx1, SOS1::CYC1) y se determind su crecimiento en medio AP suplementado con
NaCl.

Como puede verse en la Figura R.15, el alelo SOS3-C3A reconstituye completamente
el sistema, mostrando una halotolerancia similar a los transformantes que expresan el alelo
silvestre SOS3, mientras que el alelo SOS3-G2A muestra una complementacién parcial y el
mutante SOS3-KA no produce ninguna tolerancia a NaCl. Estos resultados demuestran la
importancia del dominio polibasico y la miristoilaciéon para el funcionamiento de la ruta SOS, al
menos en el sistema de expresion en levadura. Por el contrario, la palmitoilacion parece ser
prescindible. Por otra parte, no se observé ninguna evidencia del papel funcional de la
fosforilacién de la serina 205, ya que tanto el mutante SOS3-S205A como el SOS3-S205D
complementaron el fenotipo de sensibilidad a salinidad de la cepa de levadura de manera

idéntica a como lo hace la proteina silvestre SOS3.

OmM NaCl 200mM NaCl

SO$1

S0S1/2

S0S1/3

S0S1/2/3

S0S1/2/G2A

S0S1/2/C3A

SO0Ss1

S0S1/2/3

SOS1/2/KA

S0s1

S0S1/2

S0S1/2/3

SOS1/2/SA

S0S1/2/SD

Figura R.15. Caracterizacion funcional de los alelos mutantes de SOS3 en levadura. Transformantes
de la cepa de levadura halosensible YP890 expresando SOS3 vy las versiones mutantes G2A, C3A, KA,

S205A y S205D junto con el transportador SOS1 y la quinasa SOS2. Se inocularon gotas de 5 ul de
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diluciones decimales seriadas en placas con medio AP sin NaCl y suplementado con 200 mM de NaCl, y

se incubaron a 28°C.
R.3.2. Caracterizacion funcional en A. thaliana de los mutantes de SOS3

El sistema de expresion heteréloga en levadura es de gran utilidad para ensayar la
funcion de los distintos mutantes debido a la sencillez del proceso de transformacion y de la
realizacion de los ensayos de halotolerancia, permitiendo obtener una rapida valoraciéon. No
obstante, los resultados no pueden tomarse como definitivos, ya que los componentes
celulares de las levaduras pueden diferir sustancialmente de los de la célula vegetal, y no
siempre las observaciones del sistema de levaduras pueden ser consideradas un fiel reflejo de
lo que ocurre en la célula vegetal. Por este motivo, es necesaria la confirmacién de los
resultados mediante ensayos in vivo en plantas de A. thaliana.

El mutante so0s3-1 de Arabidopsis contiene una delecion de 9 pb en la regién
codificante de SOS3, a partir del nucleétido 759, que se traduce en la pérdida de tres
aminoacidos correspondientes al tercer dominio “EF-hand” que son absolutamente esenciales
para la union de Ca”". Consecuentemente la proteina SOS3-1 carece de capacidad sensora y
esto se manifiesta en un fenotipo de sensibilidad extrema a la salinidad de la planta mutante
(Liu y Zhu, 1997). La expresion de una copia silvestre de SOS3 en plantas sos3-1 es capaz de
revertir el fenotipo de halosensibilidad del mutante (Ishitani et al., 2000). Por tanto, con el fin de
evaluar y confirmar la capacidad funcional de los diferentes alelos mutantes de SOS3
generados en este trabajo, se transformaron con ellos plantas sos3-7 y se llevaron a cabo
ensayos de tolerancia a salinidad con los transformantes para determinar su capacidad de
complementar el fenotipo de halosensibilidad del mutante sos3-1. Para ello, se clonaron estos
alelos bajo el control del promotor constitutivo CaMV35S en el vector binario de plantas pBI321.

Los ensayos de halotolerancia se realizaron con plantulas T3 homocigotas de 10 dias
germinadas en MS que se transfirieron a medio LAK suplementado con 0, 15, 25 y 30 mM
NaCl. Como control positivo se utilizaron lineas mutantes sos3-7 complementadas con el gen
silvestre SOS3 y como control negativo lineas mutantes sos3-71 transformadas con el vector
pBI321 vacio. A los 7 dias, se fotografiaron las placas (Figura R.16). El alelo mutante SOS3-
C3A fue capaz de complementar parcialmente el fenotipo de sensibilidad a salinidad del
mutante sos3-1, mientras que los alelos SOS3-G2A y SOS3-KA no complementaron el fenotipo
de la planta mutante, mostrando una sensibilidad similar a las plantas control, transformadas
con el vector vacio. En cuanto a los mutantes del sitio de fosforilacion, las lineas ensayadas
que expresaban la proteina SOS3-S205A y S0S3-S205D fueron capaces de suprimir
completamente el fenotipo de halosensibilidad del mutante, mostrando un crecimiento
indistinguible del control transformado con la proteina silvestre SOS3.

Estos resultados corroboran, en general, los obtenidos en levadura. Hay que destacar
que la capacidad de complementacion del alelo SOS3-G2A en planta es mucho menor que el
observado en levadura. Por tanto, la ausencia de miristoilaciéon en Arabidopsis afecta a otros

procesos adicionales al transporte de Na®, que es lo que se observa fundamentalmente en la
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levadura, y que contribuyen de forma notable al fenotipo de sensibilidad a salinidad en la
planta. Igualmente, la expresion del alelo SOS3-C3A en planta no llega a restablecer
completamente los niveles de tolerancia al nivel del silvestre, poniendo de manifiesto una

contribucion de la palmitoilaciéon para la correcta funciéon de SOS3, aunque de mucha menor

importancia que la miristoilacién.
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S0S3 PBIQ SOS3-SA  S0S3-SD SO0S3-KA S0S3-G2A  SOS3-C3A

15 mM NaCl
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N Al

25 mM NaCl

30 mM NaCl 30 mM NaCl

Figura R.16. Caracterizacion funcional de los alelos mutantes de SOS3 en planta. Complementacion
del fenotipo de sensibilidad a salinidad del mutante de Arabidopsis sos3-1 con los alelos SOS3-G2A,
SOS3-C3A, SOS3-KA, SOS3-S205A y SOS3-S205D. Plantulas T3 de 10 dias germinadas en placas de
MS se transfirieron a placas de LAK normal y suplementadas con 15, 25 o 30 mM de NaCl.
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R.3.3. Localizacion subcelular de SOS3 y sus versiones mutantes

Los datos obtenidos en los ensayos de complementacién tanto en levadura como en
planta sugieren que la palmitoilacién contribuye a la funcién de SOS3, mientras que la
miristoilacién y la presencia del dominio polibasico son esenciales. Estos tres factores pueden
influir en la localizacién de la proteina, lo que a su vez puede ser determinante para la funcién
de la misma. Por esta razén, se decidié6 abordar si la localizacién subcelular de SOS3,
especialmente su asociacion a las membranas, era dependiente de las acilaciones y/o del

dominio de polilisinas.

R.3.3.1. Localizacion subcelular de fusiones SOS3:GFP

La localizacién subcelular se determiné fusionando el gen que codifica la proteina
fluorescente GFP al cDNA del alelo SOS3 silvestre asi como al de los mutantes G2A, C3A y
KA. Las construcciones se realizaron en el sistema de plasmidos pGreenll (John Innes Centre),
con el cDNA bajo el control del promotor CaMV35S y fusionado en su extremo 3’ el gen GFP.
Las construcciones se expresaron en planta de forma transitoria mediante agroinfiltracion en
hojas de Nicotiana benthamiana y pasados 3 dias se analizaron mediante microscopia de
fluorescencia.

Como observamos en las imagenes de la Fig R.17, SOS3:GFP tiene una localizacion
ubicua; aparece en el nucleo, en el citoplasma y también, probablemente, en la membrana
plasmatica. La expresion de las diferentes versiones mutantes SOS3-G2A, SOS3-C3A y SOS3-
KA fusionadas a GFP produce diferencias en el patrén de localizacién con respecto al obtenido
para SOS3 silvestre. Asi, por ejemplo, SOS3-C3A no se acumula en el interior del nucleo y la

proteina SOS3-G2A parece mas abundante en el espacio citoplasmico.
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Figura R.17. Localizacién subcelular de SOS3 y sus versiones mutantes. Imagenes de microscopia
confocal de secciones de hojas de Nicotiana benthamiana expresando la proteina SOS3 silvestre y las
versiones mutantes fusionadas a GFP. (A) Expresion de SOS3 silvestre. (B) Expresion de la proteina no
palmitoilable SOS3-C3A. (C) Expresion del la proteina mutante SOS3-KA. (D) Expresion de la proteina
mutante no miristoilable SOS3-G2A.

Resulta dificil diferenciar con precision la localizacion citosélica de la de membrana
plasmatica debido a la proximidad entre las sefiales provenientes de estas dos regiones
subcelulares. Por ello, se usaron marcadores especificos de diferentes organulos de la célula.
Para comprobar la localizaciéon en la membrana plasmatica se decidié utilizar la proteina
integral LTI6B fusionada a la proteina roja fluorescente RFP, mientras que como marcador
nuclear y citoplasmatico se eligié la proteina fluorescente mCherry. Se coexpresaron las
diferentes versiones de la fusion SOS3:GFP con cada uno de los marcadores en células
epidérmicas de N. benthamiana y se analiz6 la fluorescencia mediante miscroscopia confocal

tres dias después de la infiltracion.

La distribucion de la senal del marcador de membrana plasmatica LTI6B:RFP mostrd
un alto grado de solapamiento con la sefial procedente de las fusiones SOS3:GFP, SOS3-
C3A:GFP y SOS3-KA:GFP, como se puede ver en la superposicion de las imagenes obtenidas
para cada uno de ellos (Figura R.18A; panel de la derecha). Sin embargo, como sugerian los
experimentos anteriores, no se observd colocalizacion de la version mutante no miristoilable
(SOS3-G2A) con LTI6B:RFP.
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LTI6B:RFP

S0S3-G2A:GFP LTI6B:RFP

SOS3-C3A:GFP LTI6B:RFP

SOS3-KA:GFP LTI6B:RFP

Figura R.18. Localizacion de la proteina SOS3 y las versiones mutantes en la membrana
plasmatica. (A) SOS3 silvestre y los mutantes SOS3-G2A, SOS3-C3A, y SOS3-KA fusionados a GFP y
coexpresadas con el marcador de la membrana plasmatica LTI6B:RFP. El mutante no miristoilable
(SOS3-G2A:GFP) no colocaliza con el marcador de la membrana plasmatica, como se observa en la
superposiciéon de las imagenes de cada canal (panel de la derecha). (B) Medida de la intensidad de la
fluorescencia producida por la proteina GFP (verde) y la proteina RFP (roja) a lo largo de un transecto de

interés (barra en color blanco), que se considera representativo.

A continuacién, se repitié la coexpresion con el marcador mCherry para comprobar la
localizacion nucleo-citoplasmatica. Como se observa en la Figura R.19, la expresion de todas

las fusiones GFP colocalizaron con la de mCherry en el citoplasma.
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SOS3:GFP

SO0S3-G2A:GFP

4
¥

SOS3-C3A:GFP

SOS3-KA:GFP

Figura R.19. Localizacion de SOS3 y las versiones mutantes en el citoplasma. (A) La proteina SOS3
silvestre y las mutantes, SOS3-G2A, SOS3-C3A y SOS3-KA fusionadas a GFP y coexpresadas con el
marcador nucleo-citoplasmatico mCherry. Las imagenes muestran la localizacion de todas las proteinas
en el citoplasma como indica la fluorescencia amarilla observada en el panel de la derecha que
representa la superposicion de la fluorescencia producida por la proteina GFP y la proteina RFP. (B)
Medida de la intensidad de la fluorescencia producida por la proteina GFP (verde) y la proteina RFP (roja)

a lo largo de un transecto de interés (barra en color blanco), que se considera representativo.

En cuanto a la localizacion de SOS3 vy los diferentes mutantes en el ndcleo, se observé
un solapamiento perfecto con la sefial proveniente de mCherry, salvo en el caso de la version
no palmitoilable de SOS3 (SOS3-C3A:GFP) (Figura R.20, panel de la izquierda). La sefial de
proteina SOS3-C3A no colocalizaba con el marcador en absoluto. Este sorprendente resultado

sugiere que la palmitoilacion de SOS3 es necesaria para su importacién al nucleo celular.
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SOS3:GFP

mCherry

SOS3-C3A:GFP mCherry

SOS3-KA:GFP

mCherry

Figura R.20. Localizacion de SOS3 y las versiones mutantes en el nucleo. La proteina SOS3 silvestre
y las mutantes, SOS3-G2A, SOS3-C3A y SOS3-KA fusionadas a GFP y coexpresadas con el marcador
nucleo-citoplasmatico mCherry en hojas de N. benthamiana. La expresion del mutante no palmitoilable
(SOS3-C3A:GFP) en el nucleo es muy débil y la superposicién de la fluorescencia de ambos canales

muestran que esta proteina no colocaliza con el marcador en el nicleo (panel de la derecha).
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R.3.3.2. Localizacion de SOS3 membrana plasmatica; ensayos SRS

El estudio de la localizacion subcelular de SOS3 y sus versiones mutantes fusionadas a
GFP y su comparacion con la localizaciéon del marcador de la membrana plasmatica LTI6B
sugiere que SOS3 se asocia a esta membrana. No obstante, debido a que la expresién de este
marcador en ocasiones fue demasiado débil y unido a la dificultad de discernir claramente entre
la senal proveniente del citoplasma de la de membrana plasmatica, se decidié usar la técnica
de SRS (Sos Recruitment System), para obtener una informacién mas precisa respecto a la
localizacion de SOS3 en la membrana plasmatica. En experimentos previos realizados en
nuestro laboratorio se ha demostrado la asociacién in vivo de SOS3 a la membrana plasmatica
mediante el uso del sistema SRS en levadura (Aronheim et al., 1997; Quintero et al., 2002; Guo
et al.,, 2004). Este sistema se basa en la via de sefializacion Ras de levaduras. La actividad
GTPasa de Ras es regulada por el intercambio GDP/GTP estimulado en la membrana
plasmatica por el factor de intercambio de guanil nucleédtidos de Ras (RGEF), CDC25. La
proteina CDC25 es esencial para la viabilidad de la levadura, pero el alelo mutante cdc25-2
codifica una proteina termosensible. Por tanto, una cepa cdc25-2 crece con normalidad a 23°C
pero es incapaz de crecer a 37°C. Sin embargo, a la temperatura restrictiva la mutaciéon cdc25-
2 puede ser complementada por hSos, un RGEF humano citosdlico, si es direccionado de
alguna forma a la membrana plasmatica. Cuando la proteina SOS3 se fusiona con hSos, y se
expresa en la cepa cdc25-2 se complementa la deficiencia de crecimiento a la temperatura
restrictiva, gracias a que SOS3 recluta a hSos a la membrana plasmatica (Quintero et al.,
2002).

Se realizaron fusiones en fase con los diferentes alelos de SOS3 al cDNA que codifica
para el factor hSos humano y se transformaron en la cepa cdc25-2 para ver como afectaba a
su direccionamiento a la membrana plasmatica. El plasmido pADNSp110_5'Sos se usé como
control negativo. Como se observa en la Figura R.21, la miristoilacién es determinante para la
asociaciéon de SOS3 con la membrana, ya que la proteina fusionada SOS3-G2A:hSos es
incapaz de dirigirse a la membrana y por lo tanto no permite el crecimiento de la cepa cdc25-2
a 37°C. En el caso del mutante SOS3-C3A:hSos, que tiene impedida la palmitoilacion, se
observa una complementacion del fenotipo termosensible de la cepa, lo que indica que la
proteina SOS3-C3A:hSos mantiene la capacidad de dirigirse a la membrana. Un efecto
intermedio se observa en el mutante SOS3-KA:hSos, que da cierto crecimiento a 37°C, pero
mucho menor que el silvestre SOS3. En resumen, los datos del ensayo SRS sugieren que la
palmitoilacién no es necesaria para dirigir a SOS3 a la membrana plasmatica, el dominio
polibasico es importante y contribuye a esta localizacion, y la miristoilaciéon resulta

absolutamente esencial.
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Figura R.21. Asociacion de SOS3 con la membrana plasmatica. Complementacion de la mutacion
cdc25-2 mediante la transformacion con los plasmidos hSos:SOS3, hSos:SOS3-C3A, hSos:SOS3-G2A y
hSos:SOS3-KA. El plasmido pADNs-ADp110_5'Sos (p110) se us6 como control negativo. Se
distribuyeron 5 pl de diluciones decimales y se incubaron en placas de YPD a 24 °C y a 37 °C para
identificar si las mutaciones de SOS3 afectaban a su asociacion con la membrana plasmatica.

R.3.4. Andlisis de la formacion del complejo SOS2/SOS3

De acuerdo con los resultados obtenidos en los apartados anteriores, las acilaciones
que tienen lugar en el extremo N-terminal de SOS3 y el dominio poli-K parecen ser
determinantes para su localizacion subcelular.

Ademas de la localizaciéon, otro aspecto esencial de SOS3 en la ruta SOS es su
interacciéon con SOS2 para formar un complejo quinasa activo que regule positivamente al
transportador SOS1. Por esta razén, se decidié investigar la capacidad de los diferentes
mutantes de SOS3 para formar un complejo estable con SOS2 usando la técnica de BiFC.
Para ello, se clon6 el cDNA de SOS3 silvestre asi como de los mutantes (G2A, C3A y KA) en el
vector pSPYCE(M) y el cDNA de SOS2 en el vector pSPYNE173 y se expresaron las
respectivas combinaciones mediante agroinfiltracion en hojas de N. benthamiana. Después de
tres dias, las hojas se analizaron en el microscopio confocal.

El complejo formado por SOS2 y la proteina SOS3 silvestre se detectd
fundamentalmente en una fina linea periférica de la célula, sugiriendo una localizacién en la
membrana plasmética, y también en el nucleo. Cuando se analizaron las versiones mutantes
SOS3-G2A, SOS3-C3A y SOS3-KA se observé que todas ellas interactuaban con la quinasa
S0OS2. No obstante, se vio una clara influencia en la localizacion del complejo SOS2/SOS3
debido a las alteraciones provocadas por las mutaciones en la propia localizacion de SOS3.
Asi, por ejemplo, los complejos SOS2/SOS3-G2A y SOS2/SOS3-KA mostraron una mayor
distribuciéon en citoplasma que el complejo silvestre, y el complejo SOS2/SOS3-C3A no

aparecio en el interior del nucleo.
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Figura R.22. Analisis de la interaccion SOS2/SOS3 mediante BIFC. Imagenes de microscopia confocal
de secciones de hojas de Nicotiana benthamiana expresando (A) SPYNE173:S0S2 y SPYCE(M):SOS3,
(B) SPYNE173:S0S2 y SPYCE(M):SOS3-KA, (C) SPYNE173:S0S2 y SPYCE(M):SOS3-C3A, y (D)
SPYNE173: SOS2 y SPYCE(M):SOS3-G2A.

En los experimentos de complementacién de plantas y levaduras, el estado de
fosforilacién de SOS3 no parece tener ninguna influencia sobre la funcionalidad de la proteina.
Este aspecto de la regulacion de las CBLs esta poco estudiado y los datos disponibles no son
coincidentes. Por un lado, se ha propuesto que esta fosforilacion determina la formacién del
complejo CIPK/CBL. Asi, un mutante de CBL10 que no puede fosforilarse por SOS2(CIPK24)
forma un complejo menos estable con dicha quinasa (Lin et al, 2009). Por otro lado, se ha
propuesto que la fosforilacién de la CBL es esencial para su capacidad de activar a la quinasa
CIPK con la que forma el complejo. Un mutante de CBL1 que no se fosforila, interactua
normalmente con CIPK23 pero el complejo quinasa no es activo (Hashimoto et al 2012). Para
determinar si el estado de fosforilacion de SOS3 modificaba la interaccion con SOS2, se
realizaron ensayos de BiFC de levadura. Para ello, el cDNA de SOSS3 silvestre y de las
versiones mutantes en el sitio de fosforilacion (SOS3-S205A y SOS3-S205D) se clonaron en el
vector pYeBYC(M) y el cDNA de SOS2 en el vector pYeBYN y se expresaron las respectivas
combinaciones en la cepa de levadura ANT5. Las células una vez transformadas se
seleccionaron y se observaron en el microscopio confocal. Como se observa en la Figura R.23,
el estado de fosforilacion de SOS3 no tiene ninguna influencia en la interacciéon con SOS2.

Tanto en el caso de la proteina no fosforilable (S205A) como en el de la proteina que simula la
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fosforilacion (S205D), la interaccion con SOS2 se mantiene igual de intensa que con SOS3

silvestre.

YN-SOS2 x SOS3-YC

YN-SOS2 x SA-YC- - § YC-SOS2 x SD-YC

Figura R.23. Analisis de la interaccion SOS2/SOS3 mediante BIFC de levadura. Imagenes de
microscopia confocal de un cultivo de la cepa de S. cerevisiae ANT5 expresando: (A) pYeBYN::SOS2 y
pYeBYC(M)::SOS3, (B) pYeBYN:SOS2 y pYeBYC(M)::SOS3-S205A, (C) pYeBYN:SOS2 vy
pYeBYC(M)::SOS3-S205D.

R.3.5. Anadlisis de la interacciéon de SOS3 y SOS1

Otro aspecto a considerar para explicar la funcion de SOS3 en la ruta SOS, es su
interaccién con el transportador SOS1. Para estudiar si las modificaciones del extremo N-
terminal de SOS3 afectan a la interaccion con SOS1 se realizaron ensayos de BiFC en hojas
de N. benthamiana, del mismo modo que se hizo para estudiar la interaccion con SOS2.

Aparecié senal de fluorescencia en las hojas donde se expresaron los complejos
formados por SOS1/SOS3-G2A y SOS1/SOS3-C3A, lo que indica que la modificacion lipidica
de SOS3 no es necesaria para la interaccién in planta con SOS1. Hay que sefalar que el
patron punteado que mostraba el complejo SOS1/SOS3 silvestre se hizo mas difuso y continuo
en los complejos SOS1/SOS3-G2A y SOS1/SOS3-C3A.

La fluorescencia no se reconstituyé cuando se coexpresaron SOS1 y SOS3-KA, lo que
indica que la presencia de un dominio polibasico en el extremo N-terminal de SOS3 es esencial

para que tenga lugar la formacién del complejo SOS1/SOS3.
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L

YN-SOS1 x KA-YC YN-SOS1 x J(:3ATYC

Figura R.24. Analisis de la interaccion SOS1/SOS3 mediante BIFC. Imagenes de microscopia confocal
de secciones de hojas de Nicotiana benthamiana expresando (A) SPYNE173:S0OS1 y SPYCE(M):SOSS3,
(B) SPYNE173:SOS1 y SPYCE(M):SOS3-G2A, (C) SPYNE173: SOS1 y SPYCE(M):SOS3-KA, y (D)
SPYNE173:S0S1 y SPYCE(M): SOS3-C3A.

Por ultimo, se utilizé el sistema de BiFC de levadura para determinar si el estado de
fosforilacién de SOS3 influia en la interaccién directa con SOS1. Para ello se coexpresaron
respectivamente  los  plasmidos  pYeBYC(M):SOS3, pYeBYC(M):SOS3-S205A vy
pYeBYC(M):SOS3-S205D junto con el plasmido pYeBYN:SOS1 en la cepa ANT5 y los
transformantes se observaron en el microscopio confocal. De nuevo, la interaccion

S0OS1/SOS3 se produjo independientemente del estado de fosforilacion de SOS3.

131



V. Resultados

YN-SOS1 x SOS3-YC ~ ,YN-SOS1 x SA-YC YN-SOS1 x SD-YC

Figura R.25. Andlisis de la interaccion SOS1/SOS3 mediante BIFC de levadura. Imagenes de
microscopia confocal de un cultivo de la cepa de S. cerevisiae ANT5 expresando: (A) pYeBYN::SOS1 y
pYeBYC(M)::SOS3, (B) pYeBYN:SOS1 y pYeBYC(M):SOS3-SA, (C) pYeBYN:SOS1 vy
pYeBYC(M)::SOS3-SD.
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CAPITULO III
R.4. Localizacion nuclear de SOS3; seiiales NES

En un estudio sobre la localizacion subcelular de la familia de CBLs de Arabidopsis se
determind que estas proteinas aparecen asociadas a membranas, fundamentalmente
membrana plasmatica y tonoplasto, y también en el citoplasma y en el interior del nucleo
(Batisti¢ et al., 2010). Curiosamente, algunas CBLs aparecen exclusivamente asociadas a
membranas, otras solo en citoplasma y nucleo, y otras son ubicuas y aparecen tanto asociadas
a membranas como en citoplasma y nucleo.

Las proteinas CBLs son solubles y su asociacion a membrana, como hemos visto,
viene determinada por acilaciones postraduccionales que ocurren en su extremo N-terminal. La
Unica excepcion es CBL10, que se localiza en membranas insertando en ellas un dominio
hidrofébico situado en su extremo N-terminal (Quan et al., 2007).

Proteinas como CBL1 o CBL9 tienen en su extremo residuos de glicina y cisteina que
son objeto de miristoilacion y palmitoilacion, y se localizan de forma exclusiva en la membrana
plasmatica (Batistic etal., 2008). Se ha demostrado que la fusion de los 12 primeros
aminoacidos de CBL1, donde se encuentran estas sefiales de acilacion, a la proteina GFP son
suficientes para enviarla de forma especifica a la membrana plasmética (Batistic et al., 2008).
La proteina SOS3 conserva exactamente los mismos residuos de acilacién que CBL1 y cuando
los primeros 18 residuos de SOS3 se fusionan a GFP también hacen que esta proteina se
localice de forma exclusiva en la membrana plasmatica. Pero como se ha demostrado en esta
Tesis, SOS3 no se localiza solo en la membrana plasmatica como CBL1, sino que también
aparece en el citosol y en el nacleo.

Esta diferencia en la localizacion de CBL1 y SOS3 sugiere la existencia de zonas
especificas en la proteina SOS3 que deben ser importantes para definir su localizacion nuclear.
Es conocido que las proteinas que tienen que ser transportadas del citoplasma al nucleo o
viceversa portan sefales que las identifican como sustratos de ese transporte y que permiten
su reconocimiento por parte de las proteinas transportadoras o de un adaptador. Esta sefial es
generalmente una secuencia de aminoacidos corta que, en el caso de los sistemas de
importacidon nuclear se denominan sefal de localizacion nuclear (NLS, Nuclear Localization
Signals) y en los sistemas de exportacion nuclear se denominan sefal de exportacion nuclear
(NES, Nuclear Export Signals). Las secuencias NLS estan compuestas por aminoacidos de
caracter basico como lisinas y argininas. Existen dos tipos de NLS: las monopartitas, que
estan formadas por un grupo de al menos tres residuos basicos (lisinas o argininas)
precedidos de una prolina y flanqueados por residuos acidos y neutros (Makkerh et al.,
1996), y las bipartitas, formadas por dos grupos de residuos de lisinas y argininas, que
generalmente siguen la disposicion: KR-X(10-12)-KRRK (Fontes et al., 2000). Las sefiales
NLS son reconocidas especificamente por la importina a para ser transportadas al nucleo.

Por otro lado, mediante el andlisis in silico de 67 secuencias NES conocidas se establecié la
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siguiente secuencia consenso como sefales de exportacion nuclear: L-X(2,3)-[LIVFM]-X(2,3)-L-
X-[LI] (La Cour et al., 2004).

Se realizé un analisis de la secuencia de SOS3 con el objeto de encontrar posibles
secuencias de sefalizacién de trafico nuclear. No se encontré ninguna secuencia NLS
consenso de importacion nuclear. Por el contrario, si se encontraron dos secuencias tipo NES
en la region carboxiloterminal de la proteina que se adaptaban a la secuencia consenso
propuesta por La Cour et al. (2004) con un espaciamiento caracteristico entre ellos (Figura
R.26). El primer posible dominio NES identificado en SOS3 se encuentra entre los residuos 136
a 148 y el segundo entre los residuos 180 y 193.

MGCSVSKKKKKNAMRPPGYEDPELLASVTPFTVEEVEALYELFKKLSSSIIDDGLIHKEEFQLALFRNRNRRNLFADRIF 80

DVFDVKRNGVIEFGEFVRSLGVFHPSAPVHEKVKFAFKLYDLRQTGFIEREELKEMVVALLHESELVLSEDMIEVMVDKA 160

[ west ]

FVQADRKNDGKIDIDEWKDFVSLNPSLIKNMTLPYLKDINRTFPSFVSSCEEEEMELQNVSS 222

[ w2 ]

Figura R.26. Localizaciéon de los dominios NES en la secuencia de SOS3.

Para determinar si las secuencias NES halladas son realmente funcionales y son
determinantes para la exportacion nuclear de SOS3, se prepararon diversos tipos de mutantes
en los posibles dominios NES. En primer lugar, se eliminé todo el fragmento de la secuencia a
partir del aminoacido 136, eliminando de este modo ambas secuencias NES (Figura R.27).
También se realizaron mutaciones puntuales en los residuos de leucina esenciales (Leu140Ala,
Leu141Ala, Leu146Ala y Leu148Ala) determinados segun la secuencia consenso de la primera
secuencia NES identificada. De igual manera se procedié con la segunda secuencia NES,
mutando los residuos Leu183Ala, Leu187Ala y Leu193Ala. Por ultimo se construyo un alelo
mutante que combinaba las mutaciones puntuales en las leucinas esenciales de los dos
dominios NES (Figura R.27). Todos los mutantes se fusionaron al extremo N-terminal de GFP

en el vector pGreenll.

SOS3 NES 1: "*¢MVVALLHESELVL14
AA A A

SOS3 NES 2: '80FVSLNPSLIKNMTL%3
A A A
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Figura R.27. (A) Secuencias NES identificadas en SOS3. Se han sefalado en rojo los residuos
de leucina que se mutaron a alanina para comprobar la funcionalidad de los dominios NES en SOS3. (B)
Esquema de las construcciones realizadas para estudiar las localizaciones de los mutantes en las

secuencias NES.

Estas construcciones se expresaron en planta mediante agroinfiltracion en hojas de N.
benthamiana y se analizaron mediante microscopia de fluorescencia. Para determinar el efecto
de los dominios NES en la localizacion de SOS3, se comparé la localizacion de las distintas
versiones mutantes fusionadas a GFP con la localizacién de SOS3 silvestre.

Como se observa en las imagenes (Figura R.28), la distribucion entre nucleo y
citoplasma de las proteinas mutantes no cambia sustancialmente con respecto a la de
SOS3:GFP silvestre, y no se observa un incremento en la sefial nuclear en ninguno de los
alelos mutantes, como cabria esperar debido a la ausencia o mutacién de aminoacidos
esenciales de las secuencias NES. Sin embargo, hay que destacar que la eliminacién del
fragmento C-terminal (SOS3ANES) asi como las mutaciones puntuales en ambas secuencias
NES parecen provocar la inestabilidad de la proteina, ya que se obtuvo una expresién muy
débil en ambos casos comparada con la suele producir proteina silvestre, por lo que resulta
dificil realizar las comparaciones. Los alelos mutantes en los que se modificaba solo el primer
dominio NES1 o solo el segundo NES se expresaron a niveles similares que la proteina
silvestre, pero no puede descartarse la posibilidad de que sea necesario eliminar o anular los
dos dominios NES para provocar un desequilibrio claro en la localizacion de SOS3 entre
citoplasma y nucleo. Asi pues, aunque los resultados obtenidos no apoyan que las secuencias

SOS3 sean funcionales, no se pueda descartar absolutamente la hipétesis planteada.
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SOS3:.GFP ANES:GFP

mutNES 1:6FP || " MUtNES 2:GFP mUtNES 1+2:GFP

Figura R.28. Localizacion subcelular de la proteina SOS3:GFP y sus versiones mutantes en las
secuencias NES. Imagenes de microscopia confocal de secciones de hojas de N. benthamiana
expresando SOS3 silvestre y los mutantes en los dominios NES fusionados a GFP. (A) Expresion de
GFP. (B) Expresién de SOS3 silvestre. (C) Expresion de SOS3 sin el fragmento C-terminal donde se
localizan las dos secuencias NES. (D) Expresion de SOS3 con mutaciones puntuales en el primer dominio
NES (Leu140Ala, Leu141Ala, Leu146Ala y Leu148Ala). (E) Expresion de SOS3 con mutaciones puntuales
en el segundo dominio NES (Leu183Ala, Leu187Ala y Leu193Ala). (F) Expresiéon de SOS3 con
mutaciones puntuales en el primer y segundo dominio NES (Leu140Ala, Leu141Ala, Leu146Ala,
Leu148Ala, Leu183Ala, Leu187Ala y Leu193Ala).
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V. DISCUSION

D.1. SOS3 interacciona directamente con SOS1 al comienzo de su regiéon C-

terminal citosoélica

Las proteinas de la denominada ruta SOS de plantas (SOS1, SOS2 o CIPK24 y SOS3
o CBL4) son las principales responsables de la tolerancia a salinidad en plantas. Desde el
descubrimiento de los genes que componen esta ruta, a final de los afos 1990, se ha
avanzado mucho en el conocimiento sobre esta ruta y se ha propuesto un modelo de
funcionamiento de este sistema en el que la proteina CBL4(SOS3) responde a la sefial de ca*
producida por el estrés salino interaccionando con la protein quinasa CIPK24(S0OS2)
liberandola de su estado basal de autoinhibicion para permitir que fosforile y active al
antiportador Na*/H* SOS1 (Qiu et al., 2002; Quintero et al., 2002; Quintero et al., 2011). En los
ultimos afos diferentes estudios se han centrado en investigar la estructura, funcion vy
regulacion de SOS1 por el complejo SOS2 y SOS3. Los datos obtenidos en estos trabajos
sugieren que la regulacién del sistema SOS es un proceso bastante mas complejo de lo que
este modelo propone. Por una parte, se han aislado nuevos elementos que participan en la ruta
SOS, como el sensor de Ca* SCaBP8(CBL10) y la protein quinasa MPK6 (Quan et al., 2007;
Yu etal., 2010). Ademas, diversos estudios demuestran la implicacion de las proteinas que
forman la ruta SOS en otras funciones distintas de las ya conocidas en la tolerancia a salinidad
(Katiyar-Agarwal et al., 2006; Jaspers et al., 2010; Oh etal.,, 2010; Kim et al 2012). Para
profundizar en el conocimiento sobre los mecanismos de accion y regulacion del sistema SOS;
asi como su interaccion con otras rutas de sefalizacion, es necesario conocer en detalle las
caracteristicas estructurales y funcionales de cada uno de sus componentes.

SOSH1, el principal componente de la ruta SOS, presenta similitudes estructurales y
funcionales con el antiportador Na'/H" de células animales NHE1. La actividad de NHE1 se
regula mediante la interacciéon con multiples tipos de proteinas que interaccionan con diversos
dominios reguladores localizados en su largo extremo carboxilo (Putney et al., 2002). La region
C-terminal citosdlica de NHE1 contiene una serie de residuos de serina y treonina que son
fosforilados por proteinas quinasas en respuesta a estimulos como la acidosis prolongada, a
sefiales hormonales o a factores de crecimiento (Sardet etal.,, 1990; Sardet etal., 1991;
Haworth et al., 2003). La fosforilacion de residuos en esta regiéon modifica la actividad de
transporte, mediante un cambio en la afinidad por H" intracelular, que hace que el intercambio
sea mas activo a valores de pH; mas alcalinos. Se ha determinado que NHE1 constituye una
diana de multiples vias de sefalizacion, entre las que se incluyen las rutas activadas por los
receptores de tirosina quinasa, receptores acoplados a proteinas G y las integrinas. Varias
publicaciones han revelado el papel de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK)
como potenciales mediadores de la activacion de NHE1 (Pedersen et al., 2007). Pero ademas,
gran parte de la regulacion de NHE1 no se debe soélo a la fosforilacion, sino que también esta

mediada por varias proteinas reguladoras y cofactores, dentro de las que se incluyen proteinas
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de unién a calcio que se asocian con el dominio regulador citosélico de NHE1. La calmodulina
se une a una region situada entre los aminoacidos 636 y 700, activando NHE1 mediante el
bloqueo de un dominio de autoinhibicién (Amith y Fliegel, 2013). Los miembros de la familia de
proteinas de union a calcio homoélogas de la calcineurina (CHP1-3) también regulan NHE1 a
través de la unién a su cola citosdlica, concretamente, en una regién comprendida entre los
aminoacidos 518 y 537 (Amith y Fliegel, 2013).

SOS3(CBL4) pertenece a la familia de sensores de Ca®* de tipo CBL, que son
proteinas equivalentes a los sensores de Ca”* CHP de animales. La regulacion del antiportador
Na’/H" NHE1 mediante interaccion con las proteinas CHP1 a 3 en células animales sugeria la
posibilidad de una relacién similar entre SOS1 y SOS3. Mediante experimentos de BIiFC
realizados en plantas de Nicotiana benthamiana y en Saccharomyces cerevisiae se comprobé
la existencia de una interaccion directa, no conocida hasta el momento, entre las proteinas
SOS1 y SOS3. Esta regulacion de SOS1 por SOS3 es independiente de la que realiza el
complejo formado por SOS2 y SOS3, ya que una proteina carente del dominio autoinhibidor,
que es reconocido y fosforilado por dicho complejo, interactua perfectamente con SOS3.

Para mapear el dominio de SOS1 que interviene en la union a SOS3 se recurrid a la
informacién disponible sobre la caracterizacién estructural del complejo NHE1/CHP. Los
sensores CHP animales se unen a una region localizada detras del ultimo segmento
transmembrana de NHE1, cuyos residuos adoptan la estructura de una a-hélice en la que todos
los aminoacidos de caracter hidrofébico se encuentran alineados en una cara de la hélice
(Ammar et al., 2006; Mishima et al 2007). Comparando la secuencia de aminoacidos de SOS1
y NHE1 se identificé una secuencia con una homologia significativa comprendida entre los
aminodcidos 460 y 482 de SOS1, curiosamente situada también justo detrds del ultimo
segmento transmembrana de SOS1. Mediante ensayos de BiFC en levaduras y en plantas, se
demostrd que esta regidn es necesaria y suficiente para que tenga lugar la interaccion directa
de SOS1 y SOS3, ya que la coexpresion de los 23 aminoacidos de SOS1 que forman el
denominado dominio de unién (S3BD) reproducia la interaccion con SOS3, mientras que la
coexpresion del mutante SOS1AS3BD, carente del dominio de unién a SOS3, eliminaba la
interaccion.

La union de CHP2 y NHE1 da lugar a un marcado aumento en la afinidad de unién a
Ca®* de CHP2 y se observd que la union de iones de Ca®" a los motivos “EF-hand” 3 y 4 de
CHP2 era determinante para la formacién del complejo CHP2/NHE1 y para su localizaciéon en
la membrana plasmatica (Ammar et al., 2006). De la misma forma, en este trabajo se ha
demostrado que la proteina SOS3-1, que carece de tres aminoacidos criticos del tercer dominio
“EF-hand” y no une Ca’*, es incapaz de unirse a SOS1. La sorprendente similitud entre las
caracteristicas descritas para interaccion NHE1/CHP y las obtenidas en esta Tesis para la de
SOS1/S0OS3, sugieren que este mecanismo de regulacion se ha conservado evolutivamente
porque cumple una funcién importante para modular la actividad de los antiportadores Na*/H".

En células animales se ha demostrado que la interaccién de las proteinas CHP con

NHE1 regula la funcién de NHE1 de tres maneras distintas: incrementando la vida media de la
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proteina, mediando el trafico y maduracion de NHE1 desde vesiculas a la membrana
plasmatica y estimulando directamente la actividad transportadora de NHE1 (Di Sole et al,,
2012; Kolobynina et al., 2016). Los resultados obtenidos en esta Tesis apuntan a que en
células vegetales SOS3 regula la funcion y actividad de SOS1 a través de los dos primeros
mecanismos descritos. Cuando se expres6 una version de SOS1 etiquetada con GFP en una
planta mutante sos3-1, se observé como la senal fluorescente proveniente de la membrana
plasmatica desaparecia después de un tratamiento con NaCl. Este fendmeno puede ser una
consecuencia de la regulacion de la estabilidad de SOS1 o bien del control de la fusiéon de
vesiculas conteniendo SOS1 a la membrana plasmatica. Estos procesos no son excluyentes y
también podria darse una combinacién de ambos. Los datos de expresion en levadura sugieren
que SOS3 no regula directamente la actividad transportadora de SOS1, ya que la tolerancia a
sal conferida por el antiporte no se ve afectada positiva ni negativamente en presencia de
SOS3 (Quintero et al., 2002).

Es importante sefalar que sensores de calcio con una alta similitud en sus secuencias
pueden realizar funciones muy distintas (Pandey et al., 2004b), y la especificidad de estos
sensores juega un papel crucial en la descodificacién de cada sefial especifica de calcio (Guo
et al., 2001; Albrecht et al., 2001). En este sentido, hemos comprobado que la interaccién entre
SOS1 y SOS3(CBL4) es muy especifica. De las 10 proteinas que componen la familia de CBLs
en Arabidopsis, s6lo SOS3(CBL4) y CBL8 se unen a SOS1. Actualmente se desconoce cual es
la funcién de CBL8. Esta proteina es la CBL que esta filogenéticamente mas relacionada con
CBLA4, si bien carece de las secuencias consenso de miristoilacion y palmitoilacion encontradas
en CBL4 (Batisti€ et al., 2010). CBL8 carece del dominio de cinco residuos de lisina agrupados
que en SOS3 resulta esencial para su unién a SOS1. No obstante dentro de los primeros once
aminoacidos de CBL8 hay cinco residuos con carga positiva (tres lisinas y dos argininas) que si
bien no son consecutivas como en SOS3, podrian jugar un papel similar en el reconocimiento
de SOS1. Ademas, se ha determinado que CBL8 muestra una distribucién subcelular idéntica a
CBLA4, localizandose en el citoplasma, en el nicleo y en la membrana plasmatica (Batistic et al.,
2010). Es posible que CBLS8 realice algun tipo de funcién regulatoria en la ruta SOS, quiza
sustituyendo a SOS3 en alguin momento en que ésta no esta presente o sustituyéndola en
tejidos donde no se expresa. Hay que considerar que la expresiéon de SOS3 no coincide
totalmente con la de SOS1. La expresién del gen SOS3 se produce de manera preferente en la
raiz de la planta (Quan et al., 2007). El gen SOS1 se expresa en los meristemos radiculares y
alrededor de los haces vasculares tanto de la parte verde como de la raiz (Shi et al., 2002). De
hecho, se ha propuesto que CBL10, otra CBL capaz de interaccionar con SOS2(CIPK24),
reemplaza a CBL4 como proteina activadora de SOS2 en los tejidos verdes. Seria un complejo
SOS2/CBL10 el que fosforilaria y activaria a SOS1 en estas regiones de la planta (Quan et al.,
2007). Por tanto, es posible que en la parte aérea de la planta, la interaccion directa
SOS1/CBLS8 sea la equivalente a la de SOS1/SOS3 en la raiz.
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D.2. Las modificaciones postraduccionales determinan la localizacion subcelular
y la funcién de SOS3

La distribucion subcelular es una caracteristica importante de una proteina porque su
ubicacion esta intimamente relacionada con su funcion. Las proteinas de la familia CBL tienen
un caracter predominantemente hidrofilico pero en muchas de ellas se ha detectado la
presencia de una sefal de miristoilacion “M;-G,-X3-X4-X5-S/Tg” en su extremo N-terminal.
Ademds, en algunas CBLs hay un residuo de cisteina en la posicién 3 de esta secuencia
consenso, que es a su vez una sefial de probable S-palmitoilaciéon (Batistic et al., 2008). El
caso mejor estudiado es el de la proteina CBL1, donde se ha demostrado que efectivamente la
glicina en posicion 2 es miristoilada y la cisteina en posicién 3 es palmitoilada (Batistic et al.,
2008). La acilacion en proteinas de tipo soluble permite su asociacidon a membranas celulares.
Este hecho resulta esencial para su funcion, puesto que muchas proteinas CBL regulan la
actividad de transportadores que obviamente se encuentran inmersos en las bicapas lipidicas
(Qiu et al., 2002; Shi et al., 2002; Li et al., 2006; Xu et al., 2006).

El papel fundamental de la proteina SOS3 en la ruta SOS consiste en percibir la sefial
de calcio citoplasmica disparada por el aumento de Na’ en el citosol. SOS3 unida a ca”
interacciona con la protein quinasa SOS2, provocando un desplazamiento de su region C-
terminal inhibidora y activando su actividad quinasa. Finalmente el complejo SOS2/SOS3 activo
se localiza en la membrana plasmatica donde fosforila a SOS1 y activa el transporte de Na®. La
proteina SOS3 tiene conservadas las sefales para miristoilacién y palmitoilaciéon. Ademas de
esto, presenta una regidn con una repeticidon de 5 residuos de lisina (poli-K) muy préximos a los
residuos acilables y que no aparece en otras proteinas del tipo CBL, pero que estd muy
conservada en las proteinas CBL4 de diferentes especies vegetales (Monné et al., 1998; Killian
y Von Heijne, 2000). Este agrupamiento de aminoacidos con carga positiva puede colaborar en
la unién a membrana de proteinas solubles. Junto con la acilacién, las proteinas CBL son
modificadas por fosforilacion. Se ha demostrado, que existe un residuo de serina conservado
en casi todas las CBLs, localizado muy cerca del extremo C-terminal y que es fosforilado por
las protein quinasas CIPK con las que interactian. Varios estudios han sugerido que esta
modificacién podria dar estabilidad al complejo CIPK/CBL (Lin etal., 2009; Du et al., 2011;
Hashimoto et al., 2012). En las células animales, los sensores de Ca”" CHP, equivalentes a las
CBL de plantas, también presentan el mismo tipo de sefial de miristoilacion e igualmente estan
sometidas a fosforilacion. La miristoilacion juega un papel importante en su funcion,
interviniendo en la interacciéon con sus proteinas diana, o influenciando su afinidad por ca”,
por ejemplo. Sin embargo, se desconoce el papel que juega la fosforilacion de las CHPs (Di
Sole et al., 2012).

En este trabajo se han analizado en detalle todas las modificaciones postraduccionales
que experimenta la proteina SOS3 durante su maduracion y se ha investigado como pueden
afectar a su funcion y localizacion subcelular mediante la obtencidon de mutantes especificos en

cada una de ellas. Hasta el momento, se sabe muy poco sobre el impacto que tienen todas
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estas modificaciones sobre la localizacion subcelular y la funcién de SOS3; solo existe un
trabajo publicado sobre la miristoilacion de SOS3 (Ishitani et al., 2000), donde se demuestra
que la proteina silvestre puede ser miristoilada in vitro, pero no una version mutante en la que
se ha sustituido el residuo de gly-2 por otro de alanina. El alelo mutante SOS3-G2A no puede
complementar el fenotipo de sensibilidad a sal del mutante sos3-1, poniendo de manifiesto que
la miristoilacion es esencial para la funcion de SOS3. Curiosamente, en ese trabajo, los autores
no detectaron diferencias en la cantidad de proteina SOS3 ligada a la membrana plasmatica al
comparar muestras de la planta silvestre y de la linea mutante.

En esta Tesis se ha demostrado que la proteina SOS3 se miristoila y se palmitoila in
vivo. Un anadlisis de los &acidos grasos presentes en una muestra purificada de SOS3,
expresada con una etiqueta de hexa-histidinas, permitié detectar acido miristico (C14:0) y acido
palmitico (C16:0), junto con este ultimo también se detectaron acidos palmitoleico (C16:1),
estearico (C18:0), oleico (C18:1) y linolénico (C18:3). Esto coincide con lo observado en el
analisis de CBL1, y con los estudios realizados sobre la especificidad de las palmitoil-acil-
transferasas (PATs) que muestran como estas enzimas no son especificas para el &cido
palmitico y son capaces de utilizar un amplio abanico de acidos grasos como sustrato, e
incluso pueden transferir a la misma proteina diana diferentes especies de estos acidos, como
es el caso de SOS3 (Resh, 2016).

El estudio de los efectos de estas modificaciones en la funcion de SOS3, mediante su
su expresion en levadura para reconstituir la ruta SOS y en plantas mutantes sos3-1 para
complementar el fenotipo de sensibilidad a sal, demostré que la miristoilacién y el dominio de
polilisinas eran ambos esenciales ya que las proteinas SOS3-G2A y SOS3-KA no
complementaron en absoluto en ninguno de los sistemas ensayados. La palmitoilacion
contribuye a la funcién de SOS3 pero es dispensable. En este caso, la proteina SOS3-C3A
complemento de forma parcial el fenotipo del mutante sos3-7 de Arabidopsis y activé al sistema
SOS en levadura al nivel de la proteina silvestre. Por ultimo, las proteinas SOS3-S205A y
S0S3-S205D, en los que se impide y mimetiza la fosforilacion respectivamente, no afectaron a
su funcién. La expresion y consiguiente complementacion de ambas versiones mutantes en el
sitio de fosforilacion fue indistinguible de la que produjo la proteina silvestre. Aunque se ha
sugerido que la fosforilacion de las CBLs por sus quinasas interactoras CIPKs puede ser un
hecho generalizado y se sabe que CBL1, CBL2, CBL4 y CBL10 son efectivamente fosforiladas,
no estan muy claras cuales son las consecuencias funcionales de esta modificacion (Lin et al.,
2009; Du et al., 2011; Hashimoto et al., 2012). Asi, en el caso de CBL2 y CBL10, que se unen
con CIPK24(S0S2), la fosforilacion de la serina en posicion 216 o 237, respectivamente,
parece estabilizar el complejo, ya que la mutacion de este aminoacido por otro no fosforilable
afecta negativamente a la formacion del mismo (Lin et al., 2009). En el caso de CBL1, que
interacciona con CIPK23 para activar al canal de K* AKT1, la fosforilacién de la serina 201 no
impide la formacion del complejo CIPK23/CBL1, pero éste permanece inactivo ya que es

incapaz de incrementar el transporte de K* de AKT1 (Hashimoto et al., 2012). Por dltimo, la
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fosforilacion de SOS3(CBL4) no parece afectar ni a la formacion del complejo
SOS2(CIPK24)/SOS3 ni a la actividad del mismo.

Para entender las bases moleculares del defecto funcional observado en las proteinas
mutantes de SOS3 (G2A, C3A vy delecion del poli-K), se estudiaron aspectos claves para el
correcto funcionamiento de la ruta SOS como son la interaccion con SOS2 y SOS1 asi como la
propia localizacién subcelular de SOS3. La proteina SOS3 silvestre fusionada a la proteina
verde fluorescente GFP se localizé en el citoplasma, la membrana plasmatica y el nucleo,
coincidiendo con los resultados obtenidos por Batisti¢ et al. (2010). La asociacién de SOS3 a la
membrana plasmatica se determiné de forma inequivoca, mediante el empleo del sistema de
SRS (Sos Recruitment System) de levadura (Aronheim et al., 1997; Quintero et al., 2002; Guo
etal.,, 2004). Si bien la distribucién subcelular de SOS3 es practicamente generalizada, la
localizacion de los complejos con SOS2 y SOS1 aparecié fundamentalmente a nivel de la
membrana plasmatica.

Aunque en un estudio anterior no se habia observado ninguna diferencia en la
distribucion citoplasma/membrana de la proteina no miristoilable SOS3-G2A con respecto a la
silvestre (Ishitani et al., 2000), los resultados obtenidos en esta Tesis para la localizacién
subcelular de la SOS3-G2A mostraban que la sefial fluorescente provenia mayoritarimente del
citoplasma y del nucleo. Utilizando un marcador de membrana plasmatica (LTI6B) fusionado a
RFP, se comprobd que efectivamente las sefiales de las dos proteinas fluorescentes no
solapaban. De forma paralela, los datos de SRS en levadura demostraron que la proteina
SOS3-G2A no podia asociarse a la membrana plasmatica.

SOS3-G2A interacciond, de forma similar a SOS3 silvestre, con la quinasa SOS2 vy el
transportador de Na® SOS1. No obstante, se observd que la localizacién del complejo
S0S2/SOS3 era fundamentalmente nucleo-citoplasmica, en lugar de periférica como se
observo con el complejo silvestre. Este resultado es consistente con la incapacidad que tiene la
proteina no miristoilable para unirse a la membrana plasmatica. Considerando todos estos
resultados se puede concluir que el papel esencial que tiene la miristoilacion para la funcién de
SOS3 se debe a su capacidad para enviar a la proteina del citosol a la membrana plasmatica, y
con ella a la quinasa SOS2. Si este complejo formado por el sensor de ca” y la quinasa,
aunque sea estable, no llega a esta membrana no puede encontrarse con el transportador
SOS1 para fosforilarlo y activarlo. Esto explicaria por qué la proteina SOS3-G2A no es
funcional y no puede rescatar el fenotipo de sensibilidad a NaCl del mutante de Arabidopsis
5083-1 ni reconstituir la ruta SOS en levadura.

Un aspecto importante a considerar sobre la miristoilacion de SOS3 es que esta
acilacion de caracter irreversible no evita la aparicion de la proteina en compartimentos
claramente hidrofilicos como el citosol o el interior del nucleo. Por el contrario, otras proteinas
de la familia que también se modifican por miristoilacién, como CBL1 o CBL9, se localizan
exclusivamente en la membrana plasmatica (Batistic et al., 2010). Esta situacion paraddgica,
también se ha observado en la familia de sensores de Ca”* NCS de animales (Ames et al.,

2012). La proteinas NCS1 y FRQ1 son miristoiladas y siempre aparecen localizadas en
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membranas; por el contrario, recoverina, neurocalcina o hipocalcina, también se modifican por
miristoilacién pero aparecen en los compartimentos citosdlico y nuclear (O’Callaghan y
Burgoyne, 2003). El estudio comparativo de estas proteinas miristoiladas y no miristoiladas,
permitid proponer un mecanismo, denominado “calcium/myristoil switch’, que explica como
estas proteinas pueden cambiar su localizacion entre el citoplasma, el nucleo y la membrana
plasmatica. Este mecanismo se propuso originalmente para la recoverina, proteina miembro de
la familia NCS (Zozulya y Stryer, 1992). En ausencia de calcio, el grupo miristoilo de la proteina
permanece oculto e inaccesible al medio externo dentro de un hueco hidrofébico localizado
entre los dominios “EF-hand” 1 y “EF-hand” 2, formando una estructura compacta que es
citosdlica. Cuando se produce une elevaciéon de los niveles externos de Ca”, recoverina une
dos atomos de Ca** que inducen un cambio conformacional de la estructura de la proteina, de
manera que el grupo miristilo quedaria expuesto al medio externo, posibilitando la unién a
membrana de la recoverina. La existencia del “calcium/myristoil switch” ha sido poco estudiada
in vivo y se desconoce cuantas de las proteinas que forman la familia de NCS presentan este
tipo de regulacién dinamica (O’Callaghan y Burgoyne, 2003). Los resultados obtenidos en este
trabajo sugieren que este mecanismo podria existir en la proteina SOS3, permitiendo su

localizacion y transito entre la membrana plasmatica y el nucleo.

Figura D.1. Mecanismo “calcium/myristoyl switch” de la recoverina. La proteina en estado
de reposo carece de iones Ca?* en su estructura y el grupo miristoilo se encuentra oculto en el interior de
la molécula. Cuando se incrementa el Ca2+, su dominio “EF-hand” 3 liga un ién CaZ+, la estructura de la
proteina se abre y el miristoilo empieza a salir del interior de la molécula. Finalmente, el dominio “EF-
hand” 2 une otro i6n Ca* y el miristoilo aparece completamente expuesto al medio externo. Los atomos
de Ca®* se muestran como esferas rosadas y la cadena carbonada de acido miristico aparece en color

turquesa.

La proteina SOS3-KA, carente de la region de polilisinas, mostré6 un patrén en su
localizacion subcelular muy similar al de la forma silvestre. Aunque en el sistema SRS de la
levadura la proteina SOS3-KA no llegaba tan eficientemente a la membrana plasmatica, su
expresion transitoria en hojas de N. benthamiana mostrd un elevado solapamiento con la sefial

correspondiente al marcador de membrana plasmatica. En cuanto a sus relaciones funcionales
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con el resto de componentes del sistema SOS, SOS3-KA formé un complejo estable con la
quinasa SOS2 pero no interaccioné con SOS1. Dado que la unién de SOS3 al extremo C-
terminal de SOS1 es absolutamente indispensable para mantener al transportador en la
membrana plasmatica durante condiciones de estrés salino, la incapacidad de SOS3-KA de
asociarse con SOS1 es probablemente la causa de la falta de funcién de este mutante.

El efecto mas llamativo de la falta de palmitoilacion de SOS3 se produjo sobre su
localizacion intranuclear. Mientras que la proteina SOS3 palmitoilada se acumulaba claramente
en el interior del nucleo, la versién no palmitoilable SOS3-C3A no aparecid en este
compartimento celular. Este resultado es muy novedoso, y solo se ha encontrado en la
literatura un precedente en el que se describa que la S-palmitoilacion de una proteina sea
necesaria para que ésta sea reconocida por la maquinaria de importacion nuclear. La
superoxido dismutasa 1 (SOD1) humana se localiza predominantemente en el citosol y en el
nucleo. Esta proteina se palmitoila en un residuo de cisteina en posicion 6. La sustitucion de
esta cisteina por una serina eliminé la palmitoilacion y provoco la exclusién de SOD1 del nucleo
(Marin et al.,, 2012). Del proceso inverso, la importacién al nucleo de una proteina tras su
depalmitoilacién si hay ejemplos bien caracterizados. El factor de transcripcion humano
NFAT5a se miristoila y palmitoila, por lo que en condiciones fisiolégicas normales esta
asociado a la membrana plasmatica e inactivo. Cuando hay un estrés osmoético, NFAT5a se
depalmotoila y se traslada al nucleo para activar la transcripcion de los genes diana
(Eisenhaber et al., 2011).

En la mayoria de las proteinas que se conocen que son palmitoiladas, esta acilacién
suele provocar su union a membranas (Resh, 2016). No obstante, en nuestros ensayos de
localizacion se observé que SOS3-C3A seguia asociada a la membrana plasmatica en las
células de N. benthamiana y en el sistema SRS de levadura. Desde el punto de vista funcional,
SOS3-C3A interaccioné de forma eficiente tanto con SOS1 como con SOS2, por lo que no se
obtuvo ningun resultado evidente que explicase la complementacion parcial que produce
SOS3-C3A al expresarse en la planta sos3-1. Dado que en levadura la version no palmitoilable
reconstituye el sistema SOS de forma indistinguible a SOS3 silvestre, esto sugiere que el
defecto observado en planta debe ser especifico y no se observa en el sistema heterélogo. Por
tanto, es posible que SOS3 ademas de su papel en la ruta SOS tenga otras funciones que
también son necesarias para conferir tolerancia a salinidad. En este sentido, la localizacion
nuclear podria ser necesaria para que SOS3 regulase determinados factores de transcripcién
que controlen procesos de adaptacion a salinidad. Esto es un hecho demostrado para las
proteinas equivalentes de animales, CHP (Jiménez-Vidal et al., 2010), y podria ser también el
caso para las proteinas CBL de plantas que, como SOS3, se localizan en el nucleo.

Finalmente los mutantes en la serina fosforilable SOS3-S205A y S0S3-S205D,
interaccionaron tanto con SOS2 como con SOS1, tal como podia predecirse, ya que estas

proteinas mutantes pudieron reconstituir el sistema SOS tanto en levadura como en planta.
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D.3. Presencia de secuencias NES en SOS3

De las 10 proteinas CBL que componen esta familia de sensores de Ca”, cuatro de
ellas, SOS3(CBL4), CBL5, CBL7 y CBL8 se localizan en el nucleo. La funciéon que ejercen en
dicho compartimento es desconocida, pero lo mas probable es que actien como reguladores
de factores de transcripcion, de forma analoga a los sensores de ca* que en células de
animales también aparecen localizados en el interior del nucleo (Jiménez-Vidal et al., 2010).

El paso de proteinas hacia el nucleo o desde el nucleo al exterior requiere el
reconocimiento e interaccién con la compleja maquinaria de importacion/exportacion localizada
en los poros nucleares localizados en la membrana perinuclear (Bauer et al., 2015). Aunque no
son universales, se han caracterizado algunos motivos conservados en algunas proteinas que
estan implicados en la importacién y exportacion nuclear.

Los dominios NLS (Nuclear Localization Signal) son agrupaciones de aminoacidos con
carga positiva situados cerca del extremo N-terminal. SOS3 tiene un grupo de 5 lisinas al inicio
de la proteina, pero no funcionan como sefial NLS ya que la proteina mutante SOS3-KA es
capaz de atravesar la membrana nuclear y se acumula en el interior del nucleo a niveles
similares a la proteina silvestre. Asombrosamente, es la S-palmitoilacion el factor que
determina la entrada de SOS3 en el nucleo.

Las secuencias o sefiales NES (Nuclear Export Signal) son agrupaciones de 8 a 15
aminoacidos de caracter hidrofébico, con abundancia de residuos de leucina, que permiten la
salida de una proteina del nucleo. Se detectaron dos posibles dominios NES en la secuencia
polipeptidica de SOS3. La primera sefal, NES1, se localizé entre los residuos 136 y 148, al
final del tercer dominio “EF-hand”. La segunda senal, NES2, se encuentra entre los residuos
180 y 193 al final del cuarto dominio “EF-hand”. Es destacable que los sensores de Ca”" de
animales CHP1 y CHP2 también se localizan en el nucleo y contienen sefiales NES localizadas
en regiones equivalentes a las descritas para SOS3 (Nagita et al., 2003; Li et al., 2011). La
fosfolipasa C-01 también tiene una secuencia NES tipica en su dominio “EF-hand’, situado en
posiciones similares a las de CHP1 y CHP2 (Yamaga etal.,, 1999). Estas observaciones
implican que muchas otras proteinas con dominios “EF-hand” también podrian poseer un
dominio NES funcional como sugieren Nagita et al. (2003).

Las secuencias NES canodnicas, que se encuentran en las tipicas proteinas con trafico
nucleocitoplasmatico como la proteina Rev (Fischer et al., 1995) y las protein quinasas MAPKK
(Fukuda etal., 1996), son secuencias donde prevalecen los aminoacidos de leucina. Las
secuencias NES que encontramos en SOS3 pertenecerian a este tipo de secuencias NES, a
diferencia de las secuencias NES presentes en las proteinas CHP, que consisten
principalmente en residuos hidrofébicos distintos de leucina, como isoleucina, valina, metionina
y fenilalanina (Nagita et al., 2003).

Los experimentos realizados para demostrar la funcionalidad de las sefiales NES
encontradas en SOS3 resultaron infructuosos. Se usaron dos estrategias, por un lado se
obtuvieron versiones de la proteina SOS3 fusionada a GFP en la que se habian sustituido

todas las leucinas esenciales por alaninas en la sefial NES1 o en la sefial NES2, o bien de las
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dos sefales NES1 y NES2 a la vez. Por otro lado, se generd una proteina SOS3 carente del
fragmento C-terminal en el que localizan las sefiales NES. Cuando se observé al microscopio
la localizacion de todas estas proteinas SOS3 alteradas no se encontré ninguna diferencia en
la localizacion nuclear con respecto a la proteina silvestre. Estos resultados fueron
inesperados, ya que experimentos similares realizados con CHP2 en el que se mutaron las seis
leucinas de la secuencia NES1 por alaninas, se produjo una localizacion predominantemente
en el nucleo (Li et al., 2011b). En el caso de CHP1, fue necesario mutar las leucinas de las dos
sefiales NES para producir un confinamiento de CHP1 en el nucleo (Nagita et al., 2003). Es
importante tener en cuenta que la delecion del C-terminal de SOS3, asi como las mutaciones
puntuales en los aminoacidos del doble mutante NES1+NES2 y, en menor medida, del mutante
NES2 parecen que provocaron la inestabilidad de la proteina, puesto que los niveles de
fluorescencia eran menores que los que suele producir la proteina SOS3 silvestre. También el
numero de células epidérmicas de N. benthamiana que mostraron fluorescencia fue menor. Por
esta razon, estos experimentos pueden deben considerarse no concluyentes y sera necesario
plantear nuevos experimentos antes de descartar la posibilidad de que las senales NES de
SOS3 sean funcionales. En cambio, la proteina mutante en la secuencia NES1 mostré un
comportamiento similar a SOS3 silvestre. Estos resultados sugieren la importancia del dominio
NES2 para la estabilidad de la proteina.
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10.

El sensor de Ca* SOS3(CBL4) interacciona directamente con el antiportador Na*/H*
SOS1.

La regién de SOS1 implicada en la interaccion con SOS3 estd comprendida entre los

aminoacidos 460 y 482, en el comienzo de la region citosélica del extremo C-terminal.

En condiciones de estrés salino la interaccion SOS1/SOS3 es necesaria para mantener

los niveles del antiportador SOS1 en la membrana plasmatica.

La interaccion SOS1/SOS3 es muy especifica. De las 10 CBLs de Arabidopsis solo
SOS3(CBL4) y CBLS8 interaccionan con SOS1, siendo éstas también capaces de
interaccionar con SOS2(CIPK24). Aunque se desconoce la funcion de CBLS, es
probable que también participe en la regulacién del transporte de Na®, quizd como

sustituto de SOS3 cuando ésta no esta presente.

La miristoilacion de SOS3 en la glicina 2 es necesaria para el anclaje a la membrana
plasmatica del complejo SOS2/SOS3, donde fosforila y activa al transportador SOS1.

El dominio polibasico del N-terminal de SOS3 es esencial para la interaccion directa
con SOS1 y para mantener al transportador en la membrana plasmatica en condiciones

de estrés salino.

La palmitoilacion de la cisteina 3 de SOS3 contribuye a la activacion de la ruta SOS,

pero no es esencial para la funcién de SOS3.

La entrada de SOS3 al nucleo depende estrictamente de la palmitoilacion de la cisteina
3.

La salida del nucleo de SOS3 podria ocurrir a través de dos posibles sefiales de
exportacién nuclear (NES) localizadas cerca del extremo C-terminal de SOS3. Sin

embargo, no se ha obtenido un resultado concluyente acerca de su funcionalidad.

La fosforilacion de la serina 205 de SOS3 por SOS2 no tiene ningun efecto medible

sobre la regulacion y activacion del antiportador SOS1 en los ensayos realizados.
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ATP Adenosina trifosfato

ABA Acido abcisico

AP Medio Arginina-Fosfato

BD del inglés, Binding Domain

ca” Calcio

cAMP Monofosfato de adenosina ciclico

CBL del inglés, Calcineurin B-Like

CDK Kinasas dependientes de ciclinas

cDNA Acido desoxirribonucleico complementario
CDPK del inglés, Calcium-Dependent Protein Kinasas
CiB del inglés, Calcium Integrin Binding protein
ClPasa Fosfatasa alcalina de intestino de ternera
CIPK del inglés, CBL-Interacting Protein Kinase
CNB Subunidad B de la calcineurina

CNGC Canales activados por nucleétidos ciclicos
Col-0 Arabidopsis thaliana cv Columbia silvestre
CTAB Bromuro de hexadeciltrimetilamonio

DEPC Dietilpirocarbonato

DNA o ADN Acido desoxirribonucleico

dNTP Desoxirribonucleotidos trifosfato (JATP'dCTP*dGTP dTTP)
DTT Ditiotreitol

EDTA Acido etilen-diaminotetraacético

EMS Etilmetanosulfonato

FAO del inglés, Food and Agriculture Organization
g Gramos

GABA Acido g-butirico

GFP Proteina verde fluorescente

gl Arabidopsis thaliana mutante glabrous 1
GLR Canales activados por glutamato

GTP Trifosfato de guanosina

GUS b-glucuronidasa

H Hidrégeno o protones

HCI Acido clorhidrico

K Potasio

kb Kilobases

kDa Kilodaltons

| Litros

LB Medio de cultivo Lysogenic Broth

181



VIl Anexos

LEA del inglés, Late Embryogenesis Abundant
Li* Litio

M Molar

MAPK del inglés, Mitogen Activated Protein-Kinase
MES Acido 2-[N-morfolinoJetano-sulfénico

mg Miligramos

ml Mililitros

mM Milimolar

mRNA Acido ribonucleico mensajero

MS Medio Murashige-Skoog para el cultivo de plantas
mV Milivoltios

Na* Sodio

NADPH Fosfato de nicotinamida adenina dinucledtido
NCS Sensor de calcio neuronal

NES Sefal de exportacion nuclear

NLS Sefial de localizacion nuclear

nm Nanometros

nM Nanomolar

NSCC Canales de cationes no selectivos

p/v Peso por volumen

AP Acido fosfatidico

PAR Radiacion fotosintéticamente activa

pb Pares de bases

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
PEG Polietilenglicol

PLATE Solucioén para transformacion de levaduras
PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonio

HR Humedad relativa

RNA Acido ribonucleico

RNAasa Ribonucleasa

ROS Especies reactivas de oxigeno

rpm Revoluciones por minuto

RT-PCR PCR de transcripcion reversa

SDS N-dodecil sulfato sddico

SDS-PAGE Electroforesis con SDS-Poliacrilamida
SRS del inglés, Sos Recruitment System

Taq polimerasa

Polimerasa de ADN de la bacteria Thermus aquaticus

TBE

Tampon Tris-Bérico-EDTA para electroforesis de ADN

TE Tris-EDTA

TEMED Tetrametiletilenodiamida

Tm Temperatura media de hibridacién del oligonucleétido
Tris Tris-(hidroximetil)-aminometano

u Unidad de actividad enzimatica

uv Ultravioleta

Vv Voltios
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viv Volumen por volumen

YFP Proteina amarilla fluorescente

YNB Medio Yeast-Nitrogen-Base para el cultivo de levaduras
YPD Medio Yeast-Peptone-Dextrose para el cultivo de levaduras
ug Microgramos

pl Microlitros

UM Micromolar
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Vectores de clonado

Vector Organismo Marcador Reference
pCR®BIlunt Bacteria Kanamicina Invitrogen
pSPARK® Bacteria Ampicilina Canvax Biotech
Vectores de expresién

Vector Organismo Marcador Reference
pDR195 Levadura/Bacteria URA3/Ampicilina (Rentsch et al., 1995)
pYPGE15 Levadura/Bacteria URA3/Ampicilina (Brunelli y Pall, 1993)
pYPGE15::S0OS1 Levadura/Bacteria URA3/Ampicilina (Quintero et al., 2002)
pYPGE15::SOS1A998 Levadura/Bacteria URA3/Ampicilina (Quintero et al., 2011)
pYPGE15::SOS3 Levadura/Bacteria URA3/Ampicilina (Guo et al., 2004)
pET::SOS3-G2A Bacteria Ampicilina (Ishitani et al., 2000)
p414GPD Levadura/Bacteria TRP1/Ampicilina (Mumberg et al., 1995)
pFLT Levadura/Bacteria TRP1/Ampicilina (Quintero et al., 2002)
p425GPD Levadura/Bacteria LEU2/Ampicilina (Mumberg et al., 1995)
pADNS Levadura LEU2/Ampicilina (Aronheim et al., 1997)
Vectores binarios

Vector Organismo Marcador Reference
pBI321 Planta/Bacteria Kanamicina (Martinez-Atienza et al., 2007)
pGREENII Planta/Bacteria Higromicina (Hellens et al., 2000)
pSPYNE173 Planta/Bacteria Kanamicina (Waadt y Kudla, 2008)
pSPYCE(M) Planta/Bacteria Kanamicina (Waadt y Kudla, 2008)
pGPTVII Planta/Bacteria Kanamicina (Becker et al., 1992)
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ANEXO IlI: Oligonucleétidos usados

Se han subrayado los sitios de restriccion usados para la elaboracién de las construcciones.

Confirmacién de mutantes sos3-1

80s3-1-r 5- GTCTTTCCATTCATCTATATCG -3’
s0s3-1 A-f 5'- GTTGCTTTCAAGTTACGACAAA -3’
s0s3-1 B-f 5- GTTGCTTTCAAGTTGTACGATT -3’

Mutacion Dominio de unién de SOS1 a SOS3

SOS1_UPS BamHI 5'- GGTTTGAGGGGCGCAGTGGCT -3’
BD SOS3 5’- ATTTTACCAGCCCCCAAGAAAGACGATGAGCTAGGACCT -3’
BD SOS3 Rev 5'- AGGTCCTAGCTCCTCATCGTCTTTCTTGGGGGCTGGTAAAAT -3’

SOS1_3BD Rev Xhol 5- TTTCTCGAGCTAGTCTCC -3

SOS1 Kpnl R 5’- TCCTAGATCGTTCCTGAAAAC -3’

Mutacion SOS1A997

SOS1 Xhol 5'- CTCGGTTACATTGAAAACCTC -3'

S0OS1 997 Kpnl R 5'- CACGGTACCATCAGAGCTTGAGCTACG -3'

Mutaciones del extremo N-terminal de SOS3

Para su expresion en el vector pYPGE15 de levadura:

SOS3 Xhol R | 5- AGCTCGAGGTTAGGAAGATACG -3’

C3A Xbal 5'- AAATCTAGATGGGCGCCTCTGT -3’

KA Xbal 5’- GACTCTAGAATGGGCTGCTCTGTATCGGCGGCGGCGGCGGCGAATGCAATGCGACCAC-3

Para su utilizacion en el sistema SRS:

SOS3 Hindlll | 5- CGCAAGCTTATGGGCTGCTCTGTATCGAAG -3’

SOS3 hSos 5’- TACCCGGGAGAAGATACGTTT -3’
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SOS3 C_P1 5- GGAAGCTTATGGGCGCCTCTGTATC -3’
SOS3 G_P1 5’- GGAAGCTTATGGCCTGCTCTGTATC -3’
SOS3 K_P1 5’- GTAAGCTTATGGGCTGCTCTGTATCGGCGGCGGCGGCGGCGAATGCAATGCGACCAC -3

Para las fusiones con la proteina GFP:

SOS3 Hindlll | 5- CGCAAGCTTATGGGCTGCTCTGTATCGAAG -3’

SOS3 GFP 3 | 5- TTGCGGCCGCGGAAGATACGTTTTGCAA -3’

SOS3 C_P1 5’- GGAAGCTTATGGGCGCCTCTGTATC -3’

SOS3 G_P1 5’- GGAAGCTTATGGCCTGCTCTGTATC -3’

SOS3 K_P1 5- GTAAGCTTATGGGCTGCTCTGTATCGGCGGCGGCGGCGGCGAATGCAATGCGACCAC -3’

Mutacion NES de SOS3

GFP Hindlll 5'- GAGAAGCTTATGGGTGTGAGCAAGGGC -3’
GFP:NES F 5’- GAGCTGTACAAGATGGTAGTAGCGCTTCTT -3’
GFP::NES R 5’- AAGAAGCGCTACTACCATCTTGTACAGCTC -3’
NES Xbal 5’- GAGTCTAGATTAGGAAGATACGTTTTGC -3’
SOS3::GFP F 5’- GAATTGAAAGAGGGTGTGAGCAAGGGC -3’
SOS3::GFP R 5’- GCCCTTGCTCACACCCTCTTTCAATTC -3

GFP Xbal R 5’- GAGTCTAGATTACTTGTACAGCTC -3’

SOS3 Hindlll 5'- CGCAAGCTTATGGGCTGCTCTGTATCGAAG -3’

SOS3 NES1mut 5’-end

5’- GAGATGGTAGTAGCGGCTGCTCACGAATCCGAAGC -3’

SOS3NES1mut

5’- GTAGCGGCTGCTCACGAATCCGAAGCAGTTGCTTCCGAAGATATGATTG -3’

SOS3 NES2 mut 5’-end

5’- GGAAAGACTTTGTATCCGCGAATCCATCGGCCA -3’

SOS3 NES2 mut

5’- GTATCCGCGAATCCATCGGCCATCAAGAACATGACTGCGCCATATCTAAAGG-3
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