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Introduccidn

1- IMPORTANCIA DEL POTASIO PARA LAS PLANTAS

El potasio (K*) es un macronutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de la planta,
siendo el cation mas abundante en los tejidos vegetales (representa entre el 1y el 10 % del
peso seco de la planta) (Leigh, R.A. y Wyn Jones, R.G.,, 1984). Es un componente
imprescindible en las células vivas y todas deben conservar unos niveles adecuados del mismo
para crecer y mantenerse con vida. Mientras que la concentracién de este nutriente en el
suelo oscila entre 0,1 y 1 mM, en el citosol se mantiene en torno a 100 mM (Leigh, R.A. y Wyn
Jones, R.G., 1984). La concentracidn citosolica esta sometida a un control homeostasico muy
estricto, mientras que en compartimentos subcelulares es variable en funcion del estado de la
planta. En la vacuola oscila entre 10 y 200 mM y en las células oclusivas de los estomas puede
alcanzar hasta 500 mM. El K" muestra una alta movilidad en las plantas, translocdndose entre
la raiz y parte aérea por el xilema y floema (Karley, A.J. y White, P.J., 2009), lo que posibilita la

movilizacién de este nutriente a lo largo de toda la planta en funcién de los requerimientos.

1.1- FUNCIONES DEL K*Y SINTOMAS DE DEFICIENCIA.

El K* participa en una serie de procesos bioquimicos y biofisicos muy importantes para la
planta, llevando a cabo funciones vitales en el metabolismo celular, en el crecimiento vegetal y
en la adaptacidén a estreses. Estas funciones quedan aseguradas gracias, por una parte, al
mantenimiento de una concentracién estable de K* en los compartimientos metabdlicamente
activos (como citoplasma, nucleo, estroma de cloroplastos y matriz mitocondrial); y por otra, al
movimiento de este catidn a todos los niveles (celular, tisular y transporte a través del xilemay

floema) (Marschner, P., 2012)

Al estar cargado positivamente y ser tan abundante, el K" es un estabilizador de moléculas
cargadas negativamente, como los acidos nucleicos y las proteinas (Figura 1). Ademas,
participa en la actividad de un gran nimero de enzimas, mediante su unién a ellas y posterior
induccion de cambios conformacionales que incrementan la velocidad de la reaccidn catalitica
(Vmax) ¥, €n algunos casos, la afinidad por el sustrato (K,,,) (Figura 1). Esta unidn es muy selectiva
para el K*, y no puede ser sustituido por otros iones como el Na* o el Li* (Marschner, P., 2012;

Suelter, C.H., 1970). Cuando hay deficiencia de K', se producen una serie de alteraciones
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metabdlicas que incluyen la acumulacién de carbohidratos de bajo peso molecular y
compuestos nitrogenados solubles y la disminucién de almiddn. Esto es debido a que algunas
enzimas implicadas en el metabolismo de estos compuestos estdn reguladas por el K*

(Marschner, P., 2012).

También desempefia un papel esencial en la sintesis de numerosas proteinas (Figura 1),
entre las que destacan la ribulosa bifosfato carboxilasa (RuBisCo) y la nitrato reductasa, claves
en el metabolismo de la planta. Esto se pone de manifiesto en plantas deficientes en K*, en las

que se observa una acumulacion de aminoacidos, amidas y nitratos (Marschner, P., 2012).

El K" es esencial en el flujo de protones a través de la membrana de los tilacoides, siendo
necesario para el establecimiento del gradiente de pH que impulsa la sintesis de ATP a través
de la fotofosforilacion (Tester, M. y Blatt, M.R., 1989). Como ya se ha mencionado, es
requerido para la actividad de la enzima RuBisCo y para la fijacion del CO, en el cloroplasto
(Marschner, P., 2012), por lo que la deficiencia de K' reduce la actividad fotosintética y la

translocacion del carbono fijado (Marschner, P., 2012; Zhao, D.L. y col., 2001; Szczerba, M.W. y

col., 2009).
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i ™
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Figura 1. Principales funciones del K en la célula. Las propiedades caotrépicas del K" lo convierten en el
ion ideal para contrarrestar las cargas negativas en los acidos nucleicos (A), y proteinas (B). El K activa
enzimas especificas (C) actuando como cofactor en reacciones enzimaticas que convierten un sustrato
(S) en producto (P). El K" es el principal catién en la vacuola (D), donde genera la turgencia necesaria
para mantener la estructura y facilitar la expansion celular, el crecimiento de la planta y la regulacion de
la apertura estomatica (E). Figura modificada de Maathuis, F.J.M., 2009.
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Es el principal soluto inorganico osméticamente activo en la vacuola, y su acumulacién es
responsable de la generacidon del potencial osmético y la turgencia celular (Figura 1)
(Marschner, P., 2012; Amtmann, A. y col., 2004; Britto, D.T. y Kronzucker, H.J., 2008).
Fenédmenos como la expansidn celular, la apertura y cierre de estomas, el desarrollo del tubo
polinico y el tropismo de la planta, son originados por cambios en la presién osmdtica y en la
turgencia celular, a consecuencia de la alta movilidad del K* (Britto, D.T. y Kronzucker, H.J.,
2008). Por tanto, en situacién de deficiencia de este ion, se producen numerosos trastornos
relacionados con estas funciones, resultando en la disminucion del crecimiento, alteracion en

la transpiracion, etc. (Marschner, P., 2012; Gierth, M. y Maser, P., 2007).

El transporte de K" a través de la membrana plasmatica es clave en la regulacién del
potencial eléctrico de la misma en las células vegetales (Cheeseman, J.M. y Hanson, J.B., 1979).
La concentracidn externa de K™ da lugar a cambios en el potencial eléctrico de la membrana
plasmatica, debido a su transporte pasivo mediado por canales. La direccién de este transporte
es determinada por el potencial de difusién del K* (Cheeseman, J.M. y Hanson, J.B., 1979;
Maathuis, F.J.M. y Sanders, D., 1993a) . Asi, el aumento de la concentracién externa de K*
origina una mayor entrada de este cation, provocando una rapida despolarizacion de la
membrana; mientras que la disminucidn de la concentracion externa de K, da lugar a la salida
del mismo causando una hiperpolarizacién (Britto, D.T. y Kronzucker, H.J., 2008). Alteraciones
del potencial de membrana por otras causas son rectificadas por el transporte de K" a través
de canales regulados por voltaje. Los canales de eflujo de K* se abren cuando se produce una

despolarizacién de la membrana, causando su repolarizacion; y la apertura de los canales de

influjo de K, contrarrestan una hiperpolarizacion (Lebaudy, A. y col., 2007).

Un contenido de K* inferior a 10 g kg™ de peso seco en la planta, provoca sintomas de
deficiencia en la mayoria de especies vegetales. Los sintomas visibles comienzan con el
amarillamiento y clorosis de las hojas, que se vuelven necrdticas con la progresion de la
deficiencia, y bajo condiciones severas da lugar a la muerte de los meristemos laterales y
terminales (Marschner, P., 2012; Amtmann, A. y col., 2004) . Ademas, las plantas deficientes
en K son mas susceptibles a los estreses bidticos y abidticos como la sequia, el frio y la

salinidad; y al ataque de hongos, insectos y otros patégenos (Amtmann, A. y col., 2008).

Por todo esto, la deficiencia de K" es uno de los factores mas importantes que afectan al
rendimiento de los cultivos, provocando una reduccion de la cantidad y de la calidad de la

produccién (Marschner, P., 2012).
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1.2- EL K+ EN LA AGRICULTURA

El K* representa aproximadamente el 2,6 % de la corteza terrestre y su concentracion en
el suelo oscila entre 0,1 y 1 mM. Sin embargo, la mayor parte del K" no esta disponible para las
plantas (Maathuis, F.J.M., 2009). En funcion de su disponibilidad para ser absorbido por la
planta, el K* se clasifica en 4 tipos (Figura 2): 1) K" soluble, en la solucién del suelo, pudiendo
ser absorbido por las plantas de forma inmediata; 2) K* intercambiable (EK, del inglés
‘exchangeable K’), que es la forma idnica del K" unido electrostaticamente a los materiales que
componen la fase sélida mineral y organica; 3) K" de intercambio lento (SEK, del inglés ‘slowly
exchangeable K’), localizado en los espacios interlaminares de los minerales de arcilla; y 4) K
estructural, que es la fraccion que se encuentra formando parte de los minerales, y constituye

un 90-99 % del K total (Rengel, Z. y Damon, P.M., 2008).

La solucidn del suelo es la fuente fundamental de K* para su absorcidn por las raices de las
plantas. Aunque este K’ representa unicamente el 0,1-0,2 % del total del suelo, estd en
equilibrio dindmico con el K* intercambiable y, en menor medida, con el K* de intercambio
lento. Estas dos dultimas fuentes, constituyen alrededor del 1-2 % y del 1-10 %,
respectivamente, y son las principales reservas para la absorcién por parte de la planta. A
medida que la cantidad de K" en solucién disminuye, la fraccidon intercambiable (EK) se libera
rapidamente, quedando inmediatamente disponible para la planta. La fraccion lentamente
intercambiable (SEK) se libera al erosionarse los minerales arcillosos (Mengel, K. y col., 2001).
La ultima fuente de K* va reponiendo lentamente las otras dos fuentes (EF y SEK). En la Figura
2 se representa el ciclo del K* en el suelo, indicando los tipos segin su disponibilidad, y los

distintos procesos de ganancia y pérdida que los relacionan.
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de plantas

L Residuos
: de animales

Figura 2. El ciclo del K" en el suelo. Los circulos naranjas representan los cuatro tipos de K* segtin su
disponibilidad para ser absorbido por las raices de las plantas. Los cuadrados verdes, las fuentes de K*
externas que aportan K* en solucién del suelo. Los cuadrados rojos representan las causas de pérdida de
K" para ser absorbido. Las flechas continuas indican el aporte de K" para ser absorbido vy las lineas
discontinuas, el flujo de K" en direccion contraria a su absorcidon por la planta. Figura adaptada de
(Rémheld, V. y Kirkby, E., 2010).

Con el crecimiento de la poblacién mundial y la expansion de la agricultura, el consumo de
K" también aumenta. La IFA (del inglés, ‘International Fertilizer Association’) prevé que la
demanda mundial de fertilizantes alcance 199 millones de toneladas de nutrientes en 2022/23,
habiendo sido de 187 millones de toneladas en 2017/18. En porcentaje, el consumo mundial
de fertilizantes aumentard un 1,3% anual entre la media de los afios 2015/16-2017/18 vy
2022/23 (creciendo un 1 % anual el de nitrégeno, un 1,4 % el de fosfato y un 1,8 % el de
potasio) (el informe de IFA “Fertilizer Outlook 2018-2022"” se encuentra disponible en el

enlace: https://www.ifastat.org/market-outlooks).

La utilizacién masiva de fertilizantes conlleva a la acumulaciéon de una gran cantidad de
nutrientes inorganicos en los suelos de cultivo, que alteran los ciclos geoquimicos normales de
los nutrientes, ademas de provocar una contaminacién progresiva y la salinizacién del suelo y
las aguas (Kayser, M. y Isselstein, J., 2005; Drinkwater, L.E. y Snapp, S.S., 2007). En concreto, el
uso de fertilizantes potasicos promueve que parte del K* de la solucién de suelo, deje la

solucién y se una a la material coloidal de la fase solida (Steingrobe, B. y Claassen, N., 2000).


https://www.ifastat.org/market-outlooks

Introduccion

2- CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA ABSORCION Y TRANSPORTE DE K+.

2.1- ABSORCION DE K+ A TRAVES DE LA RAIZ.

La entrada del K" en la planta tiene lugar por la raiz, absorbiéndose el nutriente a través
de los pelos radicales (células epidérmicas especializadas que aumentan la superficie de
contacto con la solucion del suelo) y a través de las células de la epidermis y del cértex de la
raiz (Figura 3). Una vez en la superficie de la raiz, el K ha de llegar a la estela, para lo cual,
atraviesa los tejidos de la raiz camino del xilema por dos posibles rutas (Figura 3): la via
apoplastica, en la que el K* circula por el apoplasto (espacio correspondiente a la parte de la
planta fuera de la membrana plasmatica, es decir, la pared celular y espacios intercelulares); y
la via simplastica, que transcurre por el simplasto (continuum de los citoplasmas
interconectados por plasmodesmos, que excluye las vacuolas de las células vegetales). La ruta
apoplastica se ve interrumpida al llegar a la endodermis por la banda de Caspary. Esta banda
se extiende longitudinalmente alrededor de la estela y estd compuesta mayoritariamente por
lignina (Barberon, M. y col.,, 2016), por lo que ejerce la funcidon de barrera hidrofébica

impermeable en la matriz celular, limitando el paso de K" hasta el xilema.
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Figura 3. Vias de absorcion de sustancias por la raiz. La mayor parte de los solutos y el agua siguen la
via apoplastica (linea de color verde). Los solutos también pueden entrar a través de la via simpldstica
(linea de color negra), y para atravesar la banda de Caspary (en rojo), son transportados a través de la
membrana plasmatica de las células endodérmicas. Figura modificada de Taiz, L.a.Z., Eduardo Zeiger,
2006.

Por tanto, la Unica posibilidad para que el K" llegue a los vasos del xilema es a través de la
ruta simplastica, lo que implica que éste tenga que atravesar una membrana plasmatica, ya
sea en la rizodermis, en el parénquima cortical o en la endodermis. Puesto que la bicapa
lipidica es impermeable al K, su entrada en el simplasto debe producirse a través de proteinas

de membrana, que constituyen los sistemas de transporte de K".

2.1.1- Modelo de doble sistema.

Hace mas de 60 afios, Epstein y colaboradores aplicaron el concepto de cinética
enzimatica para estudiar la absorcién de K* por la raiz de las plantas de cebada. Usando rubidio
(Rb*) como andlogo del K, observaron que la velocidad de absorcién exhibia una cinética

bifasica en respuesta al incremento en la concentracién de K* en el medio externo (Epstein, E.
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y col., 1963) (Figura 4). Estos estudios pusieron de manifiesto que existian, al menos, dos

sistemas implicados en la absorcién de K'.

Cuando la concentracién externa era menor de 1 mM, el transporte seguia una cinética de
Michaelis-Menten que mostraba una K, por el K" de 21 pM, se saturaba a concentraciones de
K" en el rango micromolar y era selectivo por el K" y el Rb* (Epstein, E. y col., 1963; Epstein, E.,
1966). A este tipo de transporte se le denominé “Mecanismo 1”, y posteriormente, sistema de
transporte de K* de alta afinidad. A concentraciones externas superiores a 1 mM, el transporte
de K seguia una cinética distinta, que mostraba un valor de K,, de 11,4 mM vy era saturable.
Este transporte de K' se denomind inicialmente “Mecanismo 2” y, mas tarde, sistema de

transporte de baja afinidad (Epstein, E. y col., 1963; Epstein, E., 1966) (Figura 4).
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Figura 4. Cinética de absorcién del K por raices de cebada. Se muestra una cinética bifasica en la cual,
el “mecanismo 1” (1) sigue una absorcién en el rango micromolar denominado sistema de alta afinidad; y
el “mecanismo 2” (ll), muestra una absorcion predominante en el rango de concentraciones milimolar,
denominado sistema de baja afinidad. Figura modificada de Epstein, E. y col., 1963.

Estos dos sistemas de transporte se diferencian en el mecanismo por el que se produce el
transporte a través de la membrana plasmatica y en su regulacidn. En el transporte de alta
afinidad, el K" entraria via simporte con un protén (H*) de estequiometria 1:1 (Rodriguez-
Navarro, A. y col., 1986; Kochian, L.V. y col., 1989; Maathuis, F.J. y Sanders, D., 1994; Maathuis,
F.J. y col.,, 1997b) ,en un proceso dependiente de energia que implicaria la fuerza protén

motriz transmembrana. Por otra parte, en el transporte de baja afinidad, el K* seria
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transportado a través de canales (tanto especificos de K* como no selectivos), cuya actividad
depende del gradiente de potencial electroquimico del K. Estos canales estan regulados por
numerosos factores: el potencial de membrana, el pH, nucleétidos ciclicos, especies reactivas
de oxigeno (ROS) y el propio K* (Britto, D.T. y Kronzucker, H.J., 2008). Esta cinética bifasica se
ha descrito posteriormente en otras especies vegetales y parece ser un modelo universal. En
algunas especies como maiz se ha descrito que el componente de baja afinidad es lineal
(Kochian y Lucas 1982). Sin embargo, posteriormente se ha descrito que esta observacion
podia ser debida a la presencia de un flujo apoplastico de gran magnitud que enmascararia un

componente saturable de entrada de baja afinidad (Coskun, D. y col., 2016).

Otra diferencia entre ambos sistemas radica en como afecta la presencia de otros iones
en el medio externo a la absorcién de K*. El transporte de alta afinidad es sensible a iones
competidores como el NH," o Na® mientras que el transporte de baja afinidad parece ser
insensible a su presencia (Epstein, E. y col., 1963; Britto, D.T. y Kronzucker, H.J., 2008;
Szczerba, M.W. y col., 2009). Se ha demostrado que la presencia de NH," disminuye
enormemente el influjo de K, lo que puede ser debido a una competicion directa entre ambos
iones (Szczerba, M.W. y col., 2009). En cebada se observé que el Na* suprimia el influjo de K* a
una concentracién de éste entre 0,1y 1,5 mM, sin ser reciproco el efecto del K" sobre el influjo

de Na* (Kronzucker, H.J. y col., 2006).

2.2- PROTEINAS RESPONSABLES DEL TRANSPORTE DE K+ A TRAVES DE MEMBRANA
EN RAICES DE PLANTAS.

En la mayoria de las células, la concentracién de K en el citoplasma en condiciones
normales se encuentra alrededor de 100 mM (Walker, D.J. y col., 1996; Cuin, T.A. y col., 2003).
Sin embargo, la concentracidn externa de K* y los valores de pH a los que estan expuestas las
distintas células son muy variables (Leigh, R.A. y Wyn Jones, R.G., 1984). Por tanto, no es
sorprendente que exista un elevado numero de genes que codifiguen canales y
transportadores de K* con distintas propiedades que permitan el transporte de este catién en
presencia de distintas concentraciones, tejidos y tipos de células (Maser, P. y col., 2001; Maser,

P.y col., 2002b; Very, A.A. y Sentenac, H., 2002; 2003).

La identificacién de los genes implicados en el transporte de K* comenzé en los afios 90

mediante la complementaciéon funcional en la levadura Saccharomyces cerevisiae. Esta
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levadura posee dos genes, TRK1 y TRK2, que codifican transportadores implicados en la
absorcion de K*, permitiendo su crecimiento a concentraciones micromolares de K™ externo. El
uso de cepas de esta levadura con ambos genes interrumpidos se emplea para el estudio de

canales y transportadores de K de plantas mediante complementacién funcional.

Desde la identificacion del gen AKT1 que codifica un canal de K* en Arabidopsis (Sentenac,
H. y col.,, 1992) y el gen HVHAK1 que codifica un transportador de alta afinidad en cebada
(Santa-Maria, G.E. y col., 1997), se han aislado numerosos genes que codifican sistemas de
transporte de K' que se clasifican en distintas familias dentro de los canales y de los
transportadores de K'. Los canales selectivos de K se agrupan en dos familias: shaker y TPK
(‘Tandem-Pore K). Entre los canales implicados en transporte de K, se consideran también
los canales no selectivos de cationes NSCC (‘Non Selective Cation Channels’). Los
transportadores de K* se agrupan en tres familias principales: HAK/KUP/KT (‘High-Affinity K*/
K" Uptake Permease/ K Transporter’), HKT (‘High-affinity K" Transport’), y CPAs (‘Cation-Proton

Antiporters’) (Maser, P.y col., 2001), detallados a continuacidn.

2.2.1- Canales de K*

Los estudios electrofisiolégicos de las células oclusivas de los estomas, las células
parenquimaticas del xilema y de protoplastos de raiz han revelado la presencia de canales
especificos de K que son regulados por hiperpolarizacién y despolarizacién de la membrana
(Lebaudy, A.y col., 2007). Estos canales se han identificado a nivel genético y molecular como
multimeros compuestos por subunidades a y B que regulan los gradientes de potencial
eléctrico a través de las membranas celulares, donde actian de manera coordinada con
bombas electrogénicas y transportadores de cloruro (Cl) (Gradmann, D. y Hoffstadt, J., 1998).
También intervienen en los flujos de K* de larga distancia a través de los tejidos vasculares

(Gaymard, F.y col., 1998; Deeken, R. y col., 2000; Lacombe, B. y col., 2000).
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2.2.1.1- Canales de K+ tipo shaker

Los canales de K' tipo Shaker constituyen la familia mejor caracterizada. Son canales
tetraméricos compuestos por 4 subunidades a, situadas alrededor de un poro central
(Zimmermann, S. y Sentenac, H., 1999). Cada subunidad esta constituida por 6 segmentos
hidrofébicos transmembrana, con una regiéon de aminoacidos cargados positivamente en el
cuarto segmento, que actla como sensor de voltaje y un dominio poro entre el quinto y sexto
segmento, que contiene un motivo altamente conservado, GYGD (glicina-tirosina-glicina-

aspartato), clave para la selectividad del K* (Very, A.A. y Sentenac, H., 2003) .

Estos canales se expresan en la membrana plasmdtica de varios tipos de células,
mediando la mayor parte de las corrientes selectivas de K* dependientes de potencial de
membrana (Very, A.A. y Sentenac, H., 2002). Se agrupan en tres subfamilias en base a su
dependencia del potencial de membrana: los canales rectificadores de entrada activados por
hiperpolarizaciéon (‘Inward-Rectifying Shaker K* Channels’), que incluyen a AKT1, KAT1 y KAT2;
los canales débilmente rectificadores (‘weakely rectifying’), AKT2/3; y los canales
rectificadores de salida activados por despolarizacién (‘Outwar-Rectifying Shaker K* Channels’),

donde se encuentran los canales GORK y SKOR (Lebaudy, A. y col., 2007).

La subfamilia de canales rectificadores de entrada incluye los primeros canales de K*
aislados en plantas, los canales AKT1 y KAT1 de Arabidopsis, ambos identificados mediante
complementacidn funcional en una levadura mutada en TRK1 (Schachtman, D.P. y col., 1992;
Sentenac, H. y col., 1992). Posteriormente, se aisld el canal KAT2 (Butt, A.D. y col., 1997). Los
canales KAT1 y KAT2 son especificos de las células oclusivas y estan implicados en el transporte

de K" que regula la apertura estomatica (Szyroki, A. y col., 2001).

Los canales débilmente rectificadores, AKT2/3, se encuentran localizados en las células del
floema y permiten el transporte de K* de forma bidireccional, participando en la carga y
descarga del floema y en la adquisicién de K* por las células del meséfilo de la hoja (Deeken, R.

y col., 2000; Dennison, K.L. y col., 2001).

Los canales de rectificacion de salida, GORK y SKOR, se activan por despolarizacién de la
membrana. El canal SKOR se expresa en el cilindro vascular de la raiz, donde media el vertido
de K* al xilema para ser transportado desde la raiz hasta la parte aérea (Gaymard, F. y col.,

1998). El canal GORK constituye el principal canal rectificador de salida en las células oclusivas,
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eliminando réapidamente el K* de las mismas durante el cierre estomatico (Ache, P. y col.,

2000).

2.2.1.2- Canales de K+ TPK (‘Tandem-Pore K* Channels’).

El primer miembro de esta familia fue identificado en 1997 mediante aproximaciones in
silico, utilizando un programa de secuenciacién de genes de Arabidopsis. Los transportadores
TPK se caracterizan por poseer entre 2 y 8 dominios transmembrana, y un dominio poro, o mas
frecuentemente, dos dominios poro separados por dos dominios transmembrana, con la
secuencia conservada GYGD (Zimmermann, S. y Sentenac, H., 1999; Maser, P. y col., 2001;
Maser, P. y col., 2002b) (Lebaudy, A. y col., 2007; Ashley, M.K. y col., 2006; Czempinski, K. y
col., 1999). Esta familia comprende 6 miembros: TPK1-5 y KCO3. Inicialmente, el canal KCO3 se
clasificd en una familia denominada canales K; (‘inward-rectifying’) (Czempinski, K. y col.,
1999), pero los analisis filogenéticos posteriores consideraron a los canales K. pertenecientes a
la familia TPK, por lo que ya no constituyen una familia separada (Gomez-Porras, J.L. y col.,,
2012; Marcel, D. y col., 2010) (Voelker, C. y col., 2010). Los canales TPK se localizan en la
membrana vacuolar (Czempinski, K. y col., 2002; Schonknecht, G. y col., 2002) a excepcion de
TPK4, que se localiza en la membrana plasmatica (Becker, D. y col., 2004; Dunkel, M. y col.,
2008). El canal TPK3, ademas de en la membrana vacuolar, se localiza en la membrana de los
tilacoides (Zanetti, M. y col., 2010), donde contribuye a la electroneutralidad necesaria en el
lumen de los tilacoides tras la acidificacion inducida por la luz (Carraretto, L. y col., 2013). El
canal TPK1 estd implicado en la homeostasis del K*, participando en la osmorregulacién,
movimiento de estomas y germinacion (Gobert, A. y col., 2007); mientras que TPK4 participa

en el transporte de K* en el grano de polen y en el tubo polinico (Becker, D.y col., 2004).

2.2.1.3- Canales de cationes no selectivos (NSCC)

Esta familia de canales constituye un grupo heterogéneo que incluye canales regulados
por nucleétidos ciclicos (CNGCs) y canales tipo shaker (Demidchik, V. y Maathuis, F., 2007). Se
encuentran tanto en membrana plasmatica como en endomembranas, fundamentalmente en
tonoplasto. Estos canales muestran alta selectividad de cationes sobre aniones, pero no

discriminan fuertemente entre cationes (Demidchik, V. y col.,, 2002). Contribuyen a la
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adquisicién de K de baja afinidad, pudiendo ser activados por un gran nimero de factores; y
se clasifican segun se activen por hiperpolarizacién, despolarizacidén o ser insensibles al voltaje.
También pueden ser mecanosensibles o activados por calcio (Ca*), por nucleétidos ciclicos o

por glutamato (Demidchik, V. y col., 2002).

Las proteinas CNGCs se activan por AMPc o por GMPc (Leng, Q. y col., 2002), provocando
la entrada de cationes a la célula (Balague, C. y col., 2003). Estos canales estan constituidos por
6 dominios transmembrana y un dominio poro localizado entre la quinta y la sexta unidad
transmembrana, que no presenta la secuencia GYGD. El dominio a través del cual se une el
nucledtido ciclico esta localizado en el extremo carboxilo terminal junto con el dominio de
unién a calmodulina (Maser, P. y col., 2001; Very, A.A. y Sentenac, H., 2002). Son canales no
selectivos, con baja discriminacion entre el K" y el Na* (Balague, C. y col., 2003), que se
expresan en la membrana celular (Arazi, T. y col., 1999) de todos los tejidos de la planta (Talke,
I.N. y col., 2003). Estan implicados en numerosas funciones, que abarcan desde la sefializacion
celular (Very, A.A. y Sentenac, H., 2002) a la adquisicion de cationes a través de la raiz

(Maathuis, F.J. y Sanders, D., 2001).

Las subunidades de los canales tipo shaker de la familia NSCC pueden formar
heterémeros, proporcionandoles la capacidad de llevar a cabo numerosas funciones (Lebaudy,

A.vy col., 2007).

2.2.2- Transportadores de K*

Los genes identificados que codifican transportadores de K* en el genoma de Arabidopsis

se clasifican en 3 familias principales: HAK/KUP/KT, HKT y CPA (Maser, P. y col., 2001).

2.2.2.1- Transportadores HAK/KUP /KT

Las proteinas de la familia HAK/KUP/KT pertenecen a la superfamilia de transportadores
APC (Amino acid-Polyamine-organo Cation) y estan implicadas en el transporte de K a través
de la membrana en procariotas, hongos y plantas, participando no sélo en la adquisicién de K*
y translocacién, sino también en la adaptacidn a estreses, regulacion del potencial osmético,

asi como en el control de la morfologia de la raiz. Basados en su homologia con los
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transportadores KUP de bacterias y HAK de hongos, los primeros transportadores en plantas se
clonaron en cebada (Santa-Maria, G.E. y col., 1997) y Arabidopsis (Quintero, F.J. y Blatt, M.R.,
1997; Kim, E.J. y col., 1998; Fu, H.H. y Luan, S., 1998). Nieves-Cordones, M. y col., (2016)
llevaron a cabo un andlisis filogenético de la familia HAK/KUP/KT con 913 secuencias
identificadas en 46 genomas de angiospermas (Nieves-Cordones, M. y col., 2016) (Figura 5),
donde establecieron que las funciones de los miembros de esta familia puede variar

sustancialmente entre especies.
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Figura 5. Arbol filogenético de la familia de transportadores HAK/KUP/KT en plantas. Presenta 913
secuencias identificadas en 46 genomas, y 3 grupos externos (Picea abies, Selaginella moellendorffii y
Physcomitrella patens). Las secuencias se distribuyen en 5 clados (I-V) y sub-clados. El clado | contiene
Unicamente secuencias de especies dicotileddneas (lineas verdes) y monocotileddneas (linea roja). Los
asteriscos representan las secuencias externas, que no se agruparon en ningun clado. Las letras
representan los sub-clados dentro de los clados | y Il. Se muestran las especies mas representativas de
cada clado. Figura de (Nieves-Cordones, M. y col., 2016).

Los estudios de localizacién han puesto de manifiesto que estos transportadores estan
presentes en todos los tejidos de la planta (Serrano, R. y Rodriguez-Navarro, A., 2001;
Bafiuelos, M.A. y col., 2002). Los analisis funcionales han mostrado que algunos miembros de
la familia estdn implicados en la adquisicién de K* en el rango de alta afinidad, particularmente
en condiciones de ayuno de K' (Gierth, M. y Maser, P., 2007); otros miembros también

llevarian a cabo transporte de K* de baja afinidad (Fu, H.H. y Luan, S., 1998; Vallejo, A.J., 2005).
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Los transportadores de esta familia estdn presentes en los genomas de todas las plantas
conocidas, pero no en células animales (Corratgé-Faillie, C. y col., 2010). Los estudios de
hidrofobicidad predicen que las proteinas de la familia HAK/KUP/KTT tendrian entre 10 y 14

dominios transmembrana (Gierth, M. y Maser, P., 2007).

2.2.2.2- Transportadores HKT

Las proteinas HKT de plantas pertenecen a una familia de transportadores especificos de
células no animales, la familia Trk/Ktr/HKT (‘Transporter of K", en hongos y bacterias; ‘K*
Transporter’ en bacteria; y ‘High-affinity K* Transport’, en plantas). Estos transportadores
estan implicados en el transporte y homeostasis de Na* y K*, y se han identificado muchos
genes como miembros de esta familia (Hauser, F. y Horie, T., 2010; Horie, T. y col., 2009;
Munns, R. y Tester, M., 2008), llevando a cabo diversas funciones que incluyen: la adquisicion
de K" o Na*, el control del potencial de membrana, la adaptacién al estrés osmotico y salino,
recirculacién del Na* desde la parte aérea a las raices, etc. (Corratgé-Faillie, C. y col., 2010;
Haro, R. y col., 2010). Todos los transportadores HKT son permeables al Na*, por lo que las
investigaciones en esta familia se han centrado en su implicacion en la adaptacion a ambientes
salinos mds que en su papel en la nutriciéon de K. Los transportadores HKT de la Clase |
(HKT1.X), que constituyen el tipo predominante de esta familia, muestran mayor
permeabilidad al Na*, promoviendo la translocacién de este catién al xilema y su exclusién de
las hojas en Arabidopsis, arroz y trigo (Byrt, C.S. y col., 2007; Davenport, R.J. y col., 2007;
Huang, S. y col., 2006; Moller, LS. y col., 2009; Maser, P. y col., 2002a; Munns, R. y col., 2012;
Ren, Z.H. y col., 2005; Sunarpi y col., 2005; Schroeder, J.I. y col., 2013). La Clase Il de
transportadores HKT (HKT2.X), contiene miembros que han sido identificados Unicamente en
monocotileddneas, y parecen mediar el co-transporte Na*-K* (Schachtman, D.P. y Schroeder,
J.1., 1994; Rubio, F. y col., 1995; Yao, X. y col., 2010; Gassmann, W. y col., 1996; Horie, T. y col.,
2001; Haro, R. y col., 2005; Oomen, R.J.F.J. y col., 2012).
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2.2.2.3- Antiportadores Cation-Proton (CPAs)

Las proteinas que constituyen esta familia se caracterizan por contener un dominio
Na‘/H" ‘exchanger’, y pueden clasificarse en dos subfamilias: CPA1, constituida por los tipos de
transportadores NHX y SOS; y CPA2, constituida por los transportadores del tipo CHX y KEA.
Estos transportadores son ubicuos en plantas, hongos, animales y bacterias; y a su vez se

subdividen, estando algunas de las subfamilias restringidas a reinos particulares.

Los antiportadores CPAs operan de un modo electroneutro, sin afectar a la diferencia de
potencial eléctrico de la membrana. Ajustan los gradientes de concentracion de los cationes y
protones, por lo que sus funciones estarian orientadas al mantenimiento de la homeostasis de

cationes monovalentes y la regulacion del pH (Gierth, M. y Maser, P., 2007).

Los transportadores pertenecientes a la subfamilia CPA1 fueron inicialmente
caracterizados como antiportadores Na“/H" intracelulares y de membrana plasmatica (Brett,
C.L. y col., 2005). Posteriormente, se ha demostrado que alguna de estas proteinas puede

transportar K*, como es el caso de AtNHX1 (Venema, K. y col., 2002).

La subfamilia CPA2 en Arabidopsis esta constituida por 28 transportadores CHX y 6
transportadores KEA (Maser, P. y col., 2001; Sze, H. y col., 2004). Algunos miembros de la
subfamilia CPA2 pueden codificar transportadores K'/H". De los 28 genes de la familia CHX
identificados, 18 se expresan especificamente durante la microgametogénesis o en tejido
esporofitico, lo que sugiere que las proteinas podrian estar implicadas en la homeostasis del K*
durante el desarrollo y la germinacién del polen (Sze, H. y col., 2004). También se ha descrito la

actuacién de numerosos CHX en la homeostasis del pH (Chanroj, S. y col., 2012).

Los 6 genes KEA fueron identificados mediante homologia con antiportadores K'/H*
bacterianos, y se separan en dos grupos distintos: KEA1-KEA3, estrechamente relacionados con
los transportadores de salida de K regulados por glutation, KefB y KefC, que poseen un
dominio intercambiador Na’/H" y un dominio KTN (‘K* Transport Nucleotide binding’); y el
grupo KEA4-KEAG6, que contienen un dominio intercambiador Na*/H* y comparten homologia
con las proteinas de hongos ScNhal y SpSOD2 (Sze, H. y col., 2004; Brett, C.L. y col., 2005).
Estos transportadores parecen mediar la supervivencia al estrés provocando sulfhidrilos
electrofilicos (Booth, I.R. y col., 1985; Booth, I.R. y col., 2003; Ferguson, G.P. y col., 1997,
Miller, S. y col., 1997). Estudios recientes describen la participacion de los transportadores

KEA1l y KEA2 de Arabidopsis en el desarrollo temprano de los cloroplastos y de KEA3 en la
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regulacién de la fotosintesis, mediante el eflujo de H* desde el lumen del tilacoide al estroma,
a través del intercambio K'/H", lo que regula la fotosintesis (Kunz, H.H. y col., 2014; Wang, C.J.

y col., 2017).

2.3- RELEVANCIA FISIOLOGICA DEL TRANSPORTADOR HAKS5 Y DEL CANAL AKT1 EN
LA ABSORCION DE K.

La relevancia fisiolégica de los transportadores de tipo HAK y de los canales AKT1 en la
absorcion de K por la raiz se establecié en un principio de manera indirecta. La comparacién
de las caracteristicas del transporte de K' mediado por estos sistemas en organismos
heterdlogos y los patrones de expresién de los genes que los codifican, junto con las
caracteristicas cinéticas y farmacoldgicas del transporte en la planta, permitid establecer
hipétesis sobre su funcién (Epstein, E. y col., 1963; Epstein, E., 1966; Sentenac, H. y col., 1992;
Rodriguez-Navarro, A. y col., 1986; Maathuis, F.J. y Sanders, D., 1994; Maathuis, F.J. y col.,
1997a; Santa-Maria, G.E. y col., 1997). Sin embargo, la demostracion de la contribucion de
cada sistema a la absorcidn de K* no fue posible hasta la utilizacién de lineas de insercién de T-
ADN e inhibidores selectivos en la planta modelo Arabidopsis (Hirsch, R.E. y col., 1998;
Spalding, E.P. y col., 1999; Gierth, M. y col., 2005; Rubio, F. y col., 2008; Qi, Z. y col., 2008;
Nieves-Cordones, M. y col., 2010; Pyo, Y.J. y col., 2010; Rubio, F. y col., 2010).

Los estudios con lineas de inserciéon T-ADN mostraron que el transportador de K* de alta
afinidad AtHAKS es el unico sistema que media la absorcidn de K" a concentraciones externas
menores a 10 uM (Qi, Z. y col., 2008; Nieves-Cordones, M. y col., 2010; Rubio, F. y col., 2010)
(Figura 6). A concentraciones mas altas, la absorcién de K* también es llevada a cabo por el
canal AKT1, siendo ambos los principales sistemas de absorcion de K' cuando las

concentraciones externas se encuentran entre 10 y 200 uM (Rubio, F. y col., 2010) (Figura 6).

A concentraciones externas superiores a 500 uM, la funcién de AtHAKS no es relevante,
siendo la contribucién de AKT1 fundamental para la absorcion de K* (Figura 6). A estas
concentraciones, la linea aktl muestra un crecimiento menor en comparacion con la linea
silvestre (WT) y con athak5, las cuales crecen de forma similar (Rubio, F. y col., 2010). Los
estudios con las lineas de insercion de T-ADN ademds han permitido demostrar que el

transportador HAKS es sensible a NH,", mientras que AKT1 lo es a Ba’".
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Los estudios con la linea doble mutante athak5 ataktl han mostrado que este mutante no
absorbe Rb* a concentraciones menores a 100 uM, lo que demuestra que AtHAKS y AKT1 son
los Unicos responsables de la absorcidn de K™ en el rango de absorciéon de K* de alta afinidad

(Aleman, F. y col., 2011).

A concentraciones superiores a 100 UM, otros sistemas no identificados estarian llevando
a cabo la absorcién de K* en el doble mutante athak5 atakt1. Sin embargo, la absorcién de K* a
estas concentraciones no es suficiente para permitir un crecimiento normal de la planta, ya
que las plantas athak5 ataktl muestran una menor absorcion de K*, menor biomasa y
menores concentraciones de K" tisulares que la silvestres, por lo que AKT1 seria el sistema mads

importante en la adquisiciéon de K* a estas concentraciones.

A 10 mM, otros sistemas son capaces de absorber suficiente K* para permitir un
crecimiento normal en el doble mutante, ya que en estas condiciones el doble mutante no

presenta un fenotipo diferente a WT (Rubio, F. y col., 2010).
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I — = 0.001
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H+
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: — L 10

Figura 6. Adquisicién de K* por la raiz de Arabidopsis. A concentraciones menores de 10 uM, AtHAKS es
el Unico sistema implicado en la absorcién de K*; a mayores concentraciones, AKT1 también participa en
esta absorcion, siendo ambos sistemas los responsables de la absorcién a concentraciones entre 100 y
200 uM. A concentraciones superiores de 500 uM, AKT1 es el Unico sistema encargado de la absorcidn.
AtHAKS es sensible a NH," y AKT1 a Ba’". En ausencia de AtHAK5 y AKT1, existen sistemas no
identificados que permiten la absorcién de K' y el crecimiento de la planta a concentraciones mayores
de 1 mM. Figura de Aleman, F.y col., 2011.

Varios estudios sugieren que los sistemas candidatos a llevar a cabo la absorcién de K* en

las plantas athak5 ataktl podrian pertenecer a la familia de CNGCs (Li, X. y col., 2005; Kaplan,
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B. y col., 2007), a la familia CHX (Zhao, J. y col., 2008), o a la familia de canales regulados por
glutamato (GLR) (Dietrich, P. y col., 2010; White, P.J. y Karley, A.J.,, 2010). Se ha visto que el
transportador AtKUP7, perteneciente a la familia HAK/KUP/KT, esta implicado en la absorcidn
de K a concentraciones superiores a 500 uM (Han, M. y col., 2016), por lo que también se
considera un posible candidato a constituir el sistema diferente a AtHAKS y AKT1 implicado en

la absorcién de K* a concentraciones externas inferiores a 10 mM.

2.4- FACTORES QUE AFECTAN A LA NUTRICION DE K*.

La deficiencia de K" en plantas puede ser consecuencia de una menor concentracién del
nutriente en la solucién de absorcidn o de una baja movilidad del nutriente desde la misma. La
movilidad del nutriente desde la solucidon de absorcion viene determinada por numerosos
factores que incluyen: el pH y temperatura de la solucién (Jungk, A., 2001), asi como la
presencia de quimicos en la solucién de absorcién, que pueden competir con el K* por la unién
a los canales y transportadores de K™ para su absorcién por las raices de las plantas (Epstein, E.
y Hagen, C.E., 1952), como los iones sodio (Na*) y cesio (Cs*). Debido a su relevancia en esta
Tesis Doctoral, a continuacion, se detalla el efecto de la presencia de estos iones sobre la

absorcion de K* por las plantas.

2.4.1- Presencia de Na*.

La salinidad, originada fundamentalmente por altas concentraciones de NaCl, es un
importante estrés abidtico para las plantas, afectando aproximadamente un 7% de la
superficie total dedicada a agricultura (Munns, R., 2005), lo que supone grandes pérdidas en la
produccién de cultivos. Los avances en el estudio de la tolerancia a la salinidad de las plantas
han revelado que la capacidad para mantener un ratio K°/Na” citosdlico alto es uno de los

factores clave de la tolerancia de las plantas a la salinidad (Shabala, S. y Cuin, T.A., 2008).

El K" y el Na* son dos elementos estructural y quimicamente muy parecidos pero no
pueden ser intercambiados para la nutricién de las plantas (Benito, B. y col., 2014). Las
estimaciones estructurales dan un valor de radio de 1.16 A a 1.38 A para el K'; y de 1.01 A a

1.16 A para el Na*, por lo que el tamafio del K* es de aproximadamente 1.3 veces el del Na*. En
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los procesos bioldgicos, es importante tener en cuenta la interaccién de los iones con las
moléculas de agua, lo que cambia la estimacidn del tamafio. Asi, el K" hidratado tiene un radio
de 331 pm, mientras que el del Na" es de 358 pm (Volkov, A.G. y col., 1997). Debido a esta
diferencia de tamafio entre los cationes cuando estan hidratados, las funciones del K™ en la
planta (ver apartado 1.1) no pueden ser llevadas a cabo por el Na (Tester, M. y Davenport,

R.J., 2003; Marschner, P., 2012).

Las altas concentraciones de Na* caracteristicas de los suelos salinos pueden conducir a
deficiencias de K* (Botella, M.A. y col., 1997; Carden, D.E. y col., 2003; Shabala, S. y col., 2006).
Esto es debido a varias causas. Por una parte, producen una despolarizacién de la membrana
plasmatica de las células de la raiz (Shabala, S. y col., 2003; Shabala, S. y col., 2006; Nieves-
Cordones, M. y col., 2008), lo que disminuye la fuerza motriz del K" ademas de inactivar los
canales rectificadores de entrada de K", como AKT1 (Anschiitz, U. y col., 2014). Por otra parte,
las altas concentraciones de Na® dan lugar a la inhibicién de la entrada de K* a través de los
distintos sistemas de entrada del nutriente, ya que al ser ambos cationes muy similares
guimicamente, se pueden producir efectos de inhibicibn competitiva del transporte
(Cheeseman, J.M., 1982; Schachtman, D.P. y Schroeder, J.I., 1994; Rubio, F. y col., 1995;
Kronzucker, H.J. y col., 2008; Gassmann, W. y col., 1996; Kronzucker, H.J. y col., 2006; Santa-
Maria, G.E. y col., 1997; Maathuis, F.J.M. y Sanders, D., 1996; Nieves-Cordones, M. y col., 2007;
Martinez-Cordero, M.A. y col., 2005). Por ultimo, la presencia de altas concentraciones de Na*
durante un periodo largo de tiempo, reprimen la expresién de los transcritos de
transportadores HAK asociada a bajas concentraciones de K externas (Nieves-Cordones, M. y

col., 2008; Aleman, F.y col., 2009b; Nieves-Cordones, M. y col., 2010).

Por tanto, en condiciones de bajo K' y alto Na®, las plantas no disponen de los
mecanismos de absorcién de K" activos, lo que lleva a la planta a una situacién de deficiencia
de K*, que junto a la acumulacién de Na‘, resulta en una disminucién de la ratio K'/Na*
citosdlica. En conjunto se produce una disminucion del crecimiento de la planta ya que el
incremento de los contenidos celulares de Na* afecta la disponibilidad, transporte y

distribucidon de agua y nutrientes minerales necesarios para la planta (Shabala, S. y Cuin, T.A,,

2008; Maathuis, F.J.M. y Amtmann, A., 1999).
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2.4.2- Presencia de Cs*.

El Cs" pertenece al Grupo | de metales alcalinos, por lo que comparte similitudes quimicas
con los metales alcalinos de este grupo, en particular con el K* (Bowen, H.J.M., 1979). A pesar
de las similitudes, el Cs" no sélo no es requerido para la nutricién de los seres vivos, sino que

puede llegar a ser toxico (White, P.J. y Broadley, M.R., 2000).

Hay 21 iso6topos de Cs, de masa atdmica entre 123 y 144 (Davis, J.J., 1963). El Unico

133 [ 134

isdtopo natural del Cs* es el isétopo estable “°Cs. De los 7 isétopos radiactivos del Cs, el " Csy

el ®’Cs son de gran importancia medioambiental debido a su rapida incorporacion a los
sistemas bioldgicos, a su larga vida media y a las radiaciones a y B que emiten en su
desintegracion. Ambos radioisétopos estdn presentes en los elementos combustibles
irradiados por reactores nucleares durante muchos afios y en la estratosfera debido a las

explosiones nucleares ocurridas entre 1952 y 1963 (Bell, J.N.B. y col., 1988).

Tras los accidentes de las plantas nucleares de Chernobyl en 1986 y de Fukushima en
2011, la contaminacién por radiocesio amenaza a la agricultura de las areas afectadas (Nagao,
S. y col., 2013; White, P.J. y Broadley, M.R., 2000; Yasutaka, T. y col., 2014). Aunque la
concentracién de radiocesio es muy baja, por debajo del rango micromolar (White, P.J. y
Broadley, M.R., 2000), la mayoria se concentra en la primera capa del suelo (Lepage, H. y col.,

2015), afectando a los cultivos.

134 137

La principal ruta de entrada de “"Cs y ~'Cs a la cadena alimenticia es a través de la
absorcion por las plantas (Bell, J.N.B. y col., 1988), por lo que las caracteristicas de dicha
absorcién determinan su potencial para la fitoremediacion o su cultivo en suelos

contaminados por estos radioisétopos.

Debido a la permeabilidad al Cs* de muchos transportadores de K* (White, P.J. y
Broadley, M.R., 2000), la absorcién de K" puede verse afectada en presencia de este catién
(Epstein, E. y Hagen, C.E., 1952; Sheahan, J.J. y col., 1993b; Maathuis, F.J. y Sanders, D., 1996;
White, P.J. y Broadley, M.R., 2000; Adames, E. y col., 2013). En Arabidopsis, el mecanismo por el
cual se absorbe el Cs* en condiciones de bajo K* externo, lo constituye el transportador de K*
de alta afinidad AtHAKS (Qi, Z. y col., 2008). Algunos miembros de la familia CNGCs también
podrian estar involucrados en la absorcién de Cs* por las raices de Arabidopsis (Kanter, U. y

col., 2010).

23



Introduccion

Por todo esto, determinar las vias de entrada de Cs* en la planta y en particular la
contribucidn de los sistemas de absorcién de K™ a dicha entrada resulta de gran interés para
desarrollar estrategias de fitoremediacién o limitar la acumulacién de Cs” y sus isétopos en los

cultivos.

3- MECANISMOS IMPLICADOS EN LA RESPUESTA DE LAS PLANTAS A LA
DEFICIENCIA DE K*.

3.1- MECANISMOS DE DETECCION Y SENALIZACION EN RESPUESTA A LA
DEFICIENCIA DE K+,

Debido a que las plantas no se pueden mover, para evitar los estreses producidos en su
ambiente, han desarrollado sistemas de deteccidn y adaptacion que les permiten sobrevivir en
condiciones de bajo K" externo. Las raices de las plantas son los principales 6rganos que
contactan directamente con el suelo, por lo que una deficiencia de K* se detecta en primer
lugar en las células de la raiz. En concreto, la primera sefial es percibida en la membrana

plasmatica de las células de la epidermis, y después es transmitida al citoplasma.

Tras ser percibida, las células ponen en marcha una serie de reacciones bioquimicas y
fisiolégicas que incluyen respuestas a corto y largo plazo. La respuesta ‘corta’ tiene lugar unas
pocas horas después e implica la generacion de sefiales moleculares que son traducidas y dan
lugar a una cascada de moléculas especificas. Estos mensajeros son detectados y generan
cambios en la expresion de genes, en el metabolismo y en la fisiologia, que tienen como
consecuencia final la adaptacién de la planta a la deficiencia de K*. Cuando el estrés por bajo K*
continla durante dias y la concentracién de K’ citoplasmatica se reduce de manera
significativa, se pone en marcha la respuesta ‘larga’, que resulta en cambios metabdlicos
(Amtmann, A. y Blatt, M.R., 2009; Armengaud, P. y col., 2009) y morfolégicos (Hodge, A., 2004)

de la planta.
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3.1.1-Potencial de membrana plasmatica.

El potencial de membrana plasmatica constituye la principal fuerza motriz para la
absorcion de K* desde el suelo en contra de su gradiente de concentracidén. El potencial de
membrana se genera por la ATPasa de H' que consumiendo ATP bombea H* al exterior
creando una diferencia de potencial eléctrico, negativo en el interior, y un gradiente de pH,
acido en el exterior. Ademas, el potencial de membrana se ve afectado de forma importante
por la concentracién de K' externa (Maathuis, F.J.M. y Sanders, D., 1993b). Cuando la
concentracidon de K* externa es baja, se produce una hiperpolarizacién del potencial de
membrana (Schroeder, J.I. y col., 1994; Marten, I. y col., 1999; Nieves-Cordones, M. y col.,
2008) mientras que a concentraciones altas, se origina una despolarizacion (Spalding, E.P. y
col., 1999). El potencial de membrana podria actuar como una sefial de deteccidén ante
situaciones de deficiencia de K*, ya que la hiperpolarizacidn tiene lugar a los pocos minutos del
descenso en la concentracion externa de K* (Schroeder, J.I. y col., 1994; Marten, I. y col., 1999;

Nieves-Cordones, M. y col., 2008).

3.1.2-Especies reactivas de oxigeno.

Las alteraciones en los procesos metabdlicos producidas por estrés dan lugar a un
incremento de las especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés ‘Reactive Oxygen Species’), en
el interior celular, provocando dafios oxidativos debido a su caracter altamente reactivo, como

la peroxidacién de componentes celulares (Apel, K. y Hirt, H., 2004).

Sin embargo, los radicales libres también actian como mensajeros, transmitiendo sefales
intra e intercelulares, en multitud de procesos metabdlicos (Mittler, R., 2017; Zhu, J.K., 2016).
Juegan un papel importante en muchos mecanismos implicados en la transduccién de sefiales,
mediando respuestas a infeccidén por patégenos, estrés abiodtico, regulacion del desarrollo, asi
como en la muerte celular programada (PCD, del inglés ‘Programmed Cell Death’) en

diferentes tipos celulares (Apel, K. y Hirt, H., 2004; Beers, E.P. y Mcdowell, J.M., 2001).

Las deficiencias nutricionales en plantas, tanto de K* como de nitrato (NO5), fosfato (PO,
) y de sulfato (SO,%) inducen la acumulacién de ROS en las células vegetales de la raiz (Shin, R.

y col., 2005; Schachtman, D.P. y Shin, R., 2007; Shin, R. y Schachtman, D.P., 2004).
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La generacién de ROS por las plantas se lleva a cabo mediante la activaciéon de varias
oxidasas y peroxidasas (Allan, A.C. y Fluhr, R., 1997; Bolwell, G.P. y col., 2002). Las NADPH
oxidasas son complejos enzimaticos de membrana plasmatica, denominadas en plantas como
RBOH (‘Respiratory Burst Oxidase Homologs’), que se activan mediante un espectro de sefiales
reguladoras, iniciando un proceso de produccion de anion superoxido (0,7), y perodxido de
hidrégeno (H,0,) (Apel, K. y Hirt, H., 2004; Bindschedler, L.V. y col., 2006). La NADPH oxidasa
RBOHC estaria implicada en la produccién de ROS en la sefializacién de bajo K* en raices de
Arabidopsis (Shin, R. y col., 2005) y también la NADPH oxidasa RHD2 seria responsable de la
produccién de H,0, implicado en la regulacién de la expresiéon de diferentes genes
involucrados en la respuesta a la deficiencia de K" entre los que se encuentra el gen que
codifica para el transportador de K* de alta afinidad, AtHAK5 (Shin, R. y Schachtman, D.P.,

2004) (ver mas adelante, apartado 3.2.1).

La deficiencia de K" promueve la induccién de RCI3 (Rare Cold Inducible gene 3), gen que
codifica a un miembro de la familia de peroxidasas de tipo lll, implicado en la generacién de
ROS en las raices de Arabidopsis (Kim, T.-H. y col., 2010). Ademas, la produccion de ROS por
esta peroxidasa también estaria implicada en la sefializacién de la induccidn del gen AtHAKS en

condiciones de bajo K".

La produccién de ROS también es importante para la generacidn de una sefial de Ca®* (ver
apartado siguiente, 3.1.3), debido a que activan canales permeables a Ca** (Demidchik, V. y

Maathuis, F., 2007).

3.1.3-Seiializacion por Caz+.

A parte de su papel en el crecimiento y desarrollo de la planta como nutriente, el Ca**

constituye uno de los mas importantes mensajeros implicados en la transduccidn de sefales
en la respuesta celular a numerosos estreses (Kudla, J. y col., 2010). Las variaciones de su
concentracién en el citoplasma celular modulan multitud de procesos metabdlicos
. p .. 2+
relacionados con la respuesta a estimulos. En condiciones normales, el Ca“” se encuentra en el
citoplasma en una concentracién en torno a 200 nM (Bush, D.S., 1995), pero es modificada por
diferentes estimulos a través de la entrada desde el apoplasto o por liberacion desde
organulos como el reticulo endoplasmatico o la vacuola (Sanders, D. y col., 1999; Bush, D.S,,

1995; Knight, H., 2000).
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El incremento del Ca®* citoplasmatico es transitorio y la reabsorcion de este catién se
encuentra finamente regulada tanto temporal como espacialmente (Zhu, J.K., 2016), lo que
permite que se pueda controlar la naturaleza, intensidad y duracidn de la sefal (Mcainsh, M.R.
y Hetherington, A.M., 1998). Entre las proteinas implicadas en su liberacidn al citoplasma se
han descrito canales mecano-sensibles como OSCA1 o MSL8 (Yuan, F. y col., 2014; Hamilton,

E.S.y col., 2015).

Las NADPH oxidasas localizadas en la membrana plasmatica producen ROS extracelulares
que directamente activan canales permeables a Ca®* localizados en la membrana plasmatica
(Demidchik, V. y col., 2007). Uno de estos canales activados por ROS identificados en las
células de las raices de Arabidopsis se corresponde con las proteinas de membrana
denominadas anexinas (Laohavisit, A. y col.,, 2012). Alternativamente a estos sistemas, las
familias de proteinas CNGC y GRL (del inglés, Glutamate Receptor-Like) podrian mediar la
liberacion de Ca®* regulada por voltaje o sefializacién bioquimica (Zhu, J.K., 2016; Swarbreck, S.

y col., 2013).

La reabsorcidn de Ca®* se produce mediante su unién a proteinas en el citoplasma o su
devolucion mediante transporte activo al espacio apopldstico u organulos (Kudla, J. y col.,
2010). El transporte activo implica ATPasas presentes en la membrana plasmatica (ATPasas
tipo 1IB) o en el reticulo endopldasmico (ATPasas tipo lIA) (Chen, X.F. y col., 1997; Harper, J.F. y
col., 1998). La recaptacién al tonoplasto implica la actuacién de antiportadores Ca**/H* de la
familia CAX (CAlcium eXchanger) (Shigaki, T. y Hirschi, K.D., 2006). El canal vacuolar AtTCP1
parece estar implicado también en este proceso de reabsorciéon de Ca** (Pottosin, I. y col.,
2009), no mediante su transporte directamente pero si a través del control de las sefales de

este cation (Ranf, S. y col., 2008).

La participacion del Ca** como molécula de sefializacidn en respuesta a la deficiencia de K*
se habia considerado por la implicacién de sensores de Ca®* en la regulacién de canales y
transportadores de K*. Sin embargo, no ha sido hasta hace poco cuando se ha demostrado,
mediante la utilizacién de una proteina reportera de Ca®*, YC3.6 (Costa, A. y Kudla, J., 2015), la

induccidn de dos sefiales de Ca®* citoplasmatico en respuesta a bajo K™ (Behera, S. y col., 2017).

El incremento intracelular de Ca®* es percibido por sensores de Ca*, como las
calmodulinas (CaM) (Zielinski, R.E., 1998), las proteinas dependientes de Ca** (CDPK, ‘Calcium
Dependent Protein Kinases’) (Harmon, A.C. y col., 2000), las proteinas CBL (‘Calcineurin B-Like’)
(Kudla, J. y col., 1999) u otras proteinas de unidn a Ca®* (Reddy, A.S.N., 2001). Debido a su

relevancia en esta Tesis Doctoral, las proteinas CBL se desarrollan detalladamente en el
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apartado 3.1.6.1, junto con las proteinas CIPKs (‘Calcineurin B-like Interacting Protein Kinases’),

con las que forman un complejo implicado en la respuesta a numerosos estreses.

La sefializacidn por Ca*" implica también a proteinas quinasa, fosfatasas y otras dianas que

traducen la sefial de Ca®* ‘aguas-abajo’.

3.1.4-Fitohormonas.

Varios estudios han mostrado la implicacion de distintas fitohormonas en la sefializaciéon
por bajo K*, resultando en efectos sobre la expresidon de genes, en la disminucién del
crecimiento de la raiz primaria y de raices laterales, y en el aumento del nimero y crecimiento
de pelos radicales (Shin, R. y Schachtman, D.P., 2004; Armengaud, P. y col., 2004; Shin, R. y
col., 2007; Kim, M.J. y col., 2012).

3.1.4.1-Etileno.

El etileno es una hormona en estado gaseoso, involucrada en numerosos procesos de la
planta, incluyendo la germinacién, senescencia y madurez de fruto (Abeles, F., Morgan Pw Y
Saltveit Me, 1992). También juega un papel importante en la sefializacidon de estreses bidticos
y abidticos (Abeles, F., Morgan Pw Y Saltveit Me, 1992; Kazan, K., 2015; Shakeel, S.N. y col.,
2013).

El etileno es sintetizado a partir de metionina a través de una ruta que requiere de las
enzimas S-adenosil metionina sintetasa (SAMS), 1-aminociclopropano-1-carboxilato sintetasa
(ACS) y 1-aminociclopropano-1-carboxilato oxidasa (ACO) (Sauter, M. y col., 2013). En
Arabidopsis se ha descrito un mecanismo de sefalizacién en respuesta al etileno (Shakeel, S.N.
y col., 2013), mecanismo que comprende la estabilizacidn de la proteina EIN3, responsable de
la activacion de numerosos genes. EIN3 pertenece a una familia de factores de transcripcidon
(FT), que incluye a las proteinas EIL (Wang, F.F. y col., 2013). Los FT del tipo ERF (del inglés,
‘Ethylene Response Factors’) actUan ‘aguas-abajo’ de EIN3, activando o reprimiendo genes
implicados en la respuesta a etileno, aunque algunos ERF pueden ser activados por FT

independientes al etileno (Wang, F.F. y col., 2013; Thirugnanasambantham, K. y col., 2015).
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En raices de Arabidopsis, se ha observado un aumento en la produccién de etileno en
condiciones de ayuno de K* (Jung, J.Y. y col., 2009), asi como un incremento en la expresién de
genes involucrados en la biosintesis y sefializacién del etileno en respuesta al ayuno de K" y de
un FT de tipo A2P/ERF (del inglés, ‘APETALA2’/ ‘Ethylene Response Factor’), denominado
AtRAP2.11 (‘Rhoptry-Associated Protein 2.11°) (Kim, M.J. y col., 2012). AtRAP2.11 parece estar
implicado en la sobreexpresién de AtHAKS en respuesta a etileno (Kim, M.J. y col., 2012) (Ver

mas adelante apartado 3.2.1.2).

3.1.4.2-Acido jasménico.

El acido jasmonico (JA, del inglés “Jasmonic Acid’), es una fitohormona que participa en
numerosos procesos fisioldgicos de la planta, incluyendo inhibicién del crecimiento, fertilidad,
senescencia, y sefializacidn en estreses biodticos y abidticos (Kramell, R. y col., 2000; Vigliocco,
A.y col.,, 2002). Su biosintesis tiene lugar tras la oxidacidn de acidos grasos poliinsaturados por
la enzima lipooxigenasa, produciendo oxilipinas como compuestos intermediarios (Stintzi, A. y
col., 2001; Howe, G.A. y Schilmiller, A.L., 2002). La forma activa del JA, jasmonil-isoleucina (Ja-
Ile), se une directamente a la proteina F-box, presente en su complejo receptor, CORONATINE
INSENSITIVE (COI1), activandose la via de sefializacién del JA (Chini, A. y col., 2007; Yan, J.B. y
col., 2009; Sheard, L.B. y col., 2010).

Numerosos transcritos de proteinas involucradas en la biosintesis de JA muestran cambios
en su expresién en condiciones de ayuno de K*, resultando en un aumento de los niveles de JA
durante ayuno del mismo (Armengaud, P. y col., 2004). Estos resultados muestran un posible
papel de esta hormona en la sefializacién en respuesta a bajo K*. También se ha observado la
regulacién de varios canales de K*, que podrian participar en la redistribucién de este catién
entre los distintos compartimentos celulares, por JA (Evans, N.H., 2003) (Amtmann, A. y col.,

2004).

3.1.4.3-Auxina.

La auxina, una hormona derivada del triptéfano, estd implicada en los procesos de

crecimiento de cada tejido de la planta (Teale, W.D. y col., 2006). Durante el crecimiento
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primario, la auxina se sintetiza principalmente en el apice de la parte aérea y se transporta
hacia la raiz a través de los tejidos vasculares (Sabatini, S. y col., 1999; Friml, J. y col., 2002;
Blilou, I. y col., 2005). Su distribucién se establece de forma asimétrica alrededor de la zona
meristemdtica, donde la auxina se mueve en una orientacién basipétala hacia la zona de
elongacion a través de los tejidos periféricos, incluyendo las células corticales y de la
epidermis. Los transportadores de entrada, AUXIN RESISTANT 1/LIKE AUX1 (AUX1/LAX); los
facilitadores de salida, PIN-FORMED (PIN); los transportadores de salida, P-GLYCOPROTEIN
(MDR/PGP/ABCB); y el transportador de K" de la familia HAK, AtKUP4 (TRH1), constituyen los
elementos principales del mecanismo mediante el cual la auxina regula la morfogénesis y
crecimiento de la raiz (Kramer, E.M., 2004; Vicente-Agullo, F. y col., 2004; Blilou, I. y col., 2005;
Vieten, A. y col., 2005; Wisniewska, J. y col., 2006).

Aunque la auxina puede estar involucrada en la expresion de canales de K* (Philippar, K. y
col., 1999), no se han identificado los mecanismos implicados en las variaciones en la
concentracidon de esta hormona en plantas de Arabidopsis sujetas a deficiencia de K'. Los
cambios en la localizacién, concentracién y sensibilidad de esta hormona pueden llevar a cabo

la restriccion del crecimiento de las raices laterales tras un ayuno prolongado de K.

Los factores de respuesta a auxina (ARFs, del inglés ‘Auxin Response Factors’) son
importantes FT implicados en la regulacidn de la expresidon de genes de respuesta a auxina
(Tiwari, S.B. y col., 2003; Guilfoyle, T.J. y Hagen, G., 2007), y pueden dividirse en ARF
activadores o ARF represores, segln la funcidn que ejerzan sobre la expresién de los genes
(Guilfoyle, T.J. y Hagen, G., 2007). Estos FT participan en el crecimiento y desarrollo de Ila
planta, asi como en la adaptacion a estreses (Hardtke, C.S. y Berleth, T., 1998; Wang, L. y col.,
2011; Yang, J. y col., 2013). El FT de tipo MYB, MYB77, se encuentra reprimido en condiciones
de bajo K*, y mediante su interaccién con ARF7, controla el desarrollo de raices laterales en
respuesta a las condiciones ambientales (Shin, R. y col., 2007). Entre los genes modulados por
estos FT se encuentra AtHAKS, cuya expresion estd reprimida por ARF2 en condiciones de K*

suficiente (Zhao, S. y col., 2016) (ver mas adelante, apartado 3.2.1).

3.1.4.4-Acido abscisico.

El acido abscisico (ABA) es una molécula de pequefio tamafo que participa en procesos de

crecimiento y regulacién de respuesta a estreses. Entre los eventos moleculares regulados por
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esta hormona, destaca la respuesta a estrés por déficit de agua y crecimiento de la planta. En
respuesta a un déficit de agua, el ABA induce la activacién de canales de aniones, como SLACI,
gue origina una despolarizacion de la membrana plasmdtica en las células oclusivas
(Levchenko, V. y col., 2005; Vahisalu, T. y col., 2008). La despolarizacién de la membrana
plasmética da lugar al descenso de la actividad de canales rectificadores de entrada de K°,
como KAT1/KAT2, y la activacidn de canales de K" de rectificacion de salida, como GORK, lo que
origina el eflujo de K* de las células guarda. La salida de K" junto con la de aniones (Cl" y NO;)
resultan en la pérdida de turgor celular y causa el cierre de estomas (Ache, P. y col., 2000; Kim,

T.-H. y col., 2010; Schroeder, J.l. y Hagiwara, S., 1989).

Entre las proteinas que destacan en esta regulacion por ABA también se encuentran la
proteina quinasa SNF1-related 2 (SRK2E/OST1/SnRK2.6) y los transportadores de K" KUPS,
KUP8 y KUP2, implicados en la homeostasis de K" (Osakabe, Y.y col., 2013).

El ABA regula varios procesos en respuesta a multiples estreses, incluyendo la deficiencia
de K*. En condiciones de bajo K", se activa la biosintesis de ABA y la sefializacién a través de la
proteina nuclear NPX1 (NUCLEAR PROTEIN X1) (Kim, M.J. y col., 2009). El tratamiento con ABA
induce a la peroxidasa RCI3, relacionada con la produccién de ROS implicada en la sefializacion
de bajo K* en la induccién de AtHAK5 (Kim, M.J. y col., 2010) (ver apartado 3.1.2 y mas

adelante, el apartado 3.2.1)

3.1.4.5-Giberelinas.

Las giberelinas (GAs) son hormonas involucradas en varios procesos de la planta, como la
division celular, la morfogénesis de raiz y parte aérea, asi como en la respuesta adaptativa a
limitaciones nutricionales. Las GAs se sintetizan a partir del trans-geranilgeranil difosfato
(GGPP), mediante la accion de ciclasas, monooxigenasas y enzimas ODDs (‘2-oxoglutarate
dependent dyoxigenase’) (Toyomasu, T. y col.,, 1997; Hedden, P. y Proebsting, W.M., 1999;
Garcia-Martinez, J.L., 1997). Las enzimas GAs 2-oxidasas catabolizan la reaccion de inactivacién
de las GAs, con el objetivo de mantener las concentraciones de GAs biolégicamente activas en

los tejidos (Thomas, S.G. y col., 1999).

La sefalizacion en respuesta a GAs incluye la degradacién de las proteinas DELLA
mediante ubiquitinacién (Jiang, C. y Fu, X., 2007). Las proteinas DELLAs pertenecen a un

subgrupo de la familia GRAS de FT, y actlan como represores de la sefializacién por GAs,
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contribuyendo a modular el crecimiento y desarrollo de las plantas (Hauvermale, A.L. y col.,

2012; Harberd, N.P. y col., 2009).

Mutantes de las proteinas DELLA mostraron distintos patrones de expresion de AtHAKS
(Oliferuk, S. y col., 2017), por lo que las GAs y las proteinas DELLA podrian estar involucradas

en la sefializacion en respuesta a bajo K" (ver mas adelante, el apartado 3.2.1).

3.1.5- Proteinas MAPKs.

Las proteinas MAPKs (‘Mitogen-Activated Protein Kinases’), constituyen una familia de
quinasas de serina/treonina conservadas en todos los organismos eucariotas, que estan
involucradas en la seializacion intracelular en respuesta a sefiales ambientales y del

desarrollo.

Se caracterizan por llevar a cabo un funcionamiento en estructuras modulares
conformadas por al menos tres quinasas: MAPKKK, MAPKK, MAPK. La interaccién y formacion
de un complejo del mdédulo trimérico de MAPKs requiere de la fosforilacién secuencial de cada
elemento de la misma, por el anterior. La MAPK final, es la encargada de fosforilar al sustrato
final de la cascada. El acoplamiento y actividad pueden estar regulados por elementos
externos a la cascada, como proteinas de andamiaje (‘scaffolfolding’). Existe una familia de
fosfatasas de MAPKs involucradas directamente en la defosforilacion e inactivacion de los
complejos MAPK, ademas de otras familias de fosfatasas de la familia PP2C, capaces de

interaccionar con las proteinas MAPK (Colcombet, J. y Hirt, H., 2008).

El estudio de las cascadas de MAPKs ha revelado la diversa funcionalidad de estas
proteinas a lo largo de todo el metabolismo celular, siendo capaces de activar, desactivar y

modular respuestas de topo tipo, ante diversos estimulos ambientales y del desarrollo.

Existen mdltiples cascadas de MAPK quinasas que responden a ROS, Ca**, y fitohormonas
(Lee, K. y col., 2008; Burnett, E.C. y col., 2000; Xing, Y. y col., 2007; Ren, D.T. y col., 2002), y
estas moléculas pueden participar en mas de una ruta de sefalizacion, lo que afade

complejidad al proceso de coordinacidon en respuesta a estrés (Smekalova, V. y col., 2014).

Los mecanismos de regulacion mejor descritos en plantas dentro de la ruta de las MAPK

son los de respuesta a estrés bidtico. En respuesta a estrés abidtico, la ruta de sefalizacion
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mas conocida fue descrita en plantas de Arabidopsis sometidas a tratamientos de bajas

temperaturas y sal (Teige, M. y col., 2004).

En respuesta a deficiencia de K* no hay descrita ninguna ruta de sefializacién que implique
proteinas MAPKs, aunque en un estudio de expresién génica mediante micromatrices en
Arabidopsis se observaron cambios en los patrones de transcripcién de MAPKs en respuesta a
ayuno de K* y suplementacién externa de K* (Armengaud, P. y col., 2004). En raices de plantas
de tomate expuestas a ayuno de K, se observé una rapida y fuerte inducciéon de una MAPK
homdloga a la proteina WIPK (del inglés, ‘Wound Inducible Protein Kinase’') de Nicotiana

tabacum; y también de la MAPKK, MEK1 (Wang, Y.-H. y col., 2002).

3.1.6- Proteinas SnRKs.

La familia SnRK (Snfl-related protein kinases) esta constituida por las proteinas vegetales
emparentadas filogenéticamente con las proteinas SNF1 (‘Sucrose-Non fermenting 1°) de
levadura y AMPK (‘AMP-activated Protein Kinases’) de animales, encargadas de la regulacién y
sefializacion de procesos metabdlicos y de respuesta al estrés. Las SnRK vegetales presentan
similitudes estructurales y funcionales con las correspondientes proteinas de levadura y de

animales, pero también multitud de diferencias en su regulacion, funcionamiento y diversidad.

Esta familia se divide a su vez en tres subfamilias, SnRK1, SnRK2 y SnRK3. Las proteinas de
la subfamilia SnRK1 son las mas similares a SNF1 y también presentan funciones en la
sefializacion de la utilizacién de la energia de la planta (Baena-Gonzalez, E. y col., 2007),
mientras que las subfamilias SnRK2 y SnRK3 son especificas de plantas y forman parte de las
rutas de sefalizacién en respuesta a estreses abidticos (Luan, S., 2009; Hrabak, E.M. y col.,

2003).

Las proteinas SnRK poseen dos dominios bien diferenciados en todos los miembros de la
familia, un dominio N-terminal quinasa catalitico y un dominio C-terminal regulador. Mientras
el dominio N-terminal estd conservado (42-45 % identidad) entre las distintas proteinas
(Halford, N.G. y Hey, S.J., 2009), el C-terminal presenta marcadas diferencias, lo que permite
que la regulacion de la actividad que tiene lugar en este dominio sea muy variable entre las
subfamilias y, por tanto, genera diferentes rutas regulatorias para cada proteina. La regulacion

sobre el dominio N-terminal es comldn a todos los miembros y supone el mecanismo de
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activacidn/inactivacion de la actividad de la proteina (Chaves-Sanjuan, A. y col., 2014; Halford,

N.G.y Hey, S.J., 2009).

3.1.6.1- Complejos CIPK/CBL.

El estudio de la funcién y regulacidon de las proteinas de la subfamilia SnRK3 se ha
desarrollado histdricamente de manera conjunta con las proteinas de la familia CBL
(“Calcineurin B-like protein’), con las que interaccionan, motivo por el que a las proteinas SnRK3
se les conoce comuUnmente como CIPKs (del inglés, ‘Calcineurin B-like Interacting Protein

Kinases’).

Los sensores de Ca®* constituyen un papel importante en la sefializacién por Ca**. Cuando
estas proteinas unen Ca*, sufren un cambio conformacional que les permite interaccionar y
activar a sus proteinas diana (Das, R. y Pandey, G.K., 2010). Las proteinas CBL poseen un
dominio de unién a Ca** consistente en 4 dominios ‘EF-hand’; y un dominio denominado PFPF,
cuyo residuo de serina conservado es fosforilado por las CIPKs (Hashimoto, K. y col., 2012; Du,
W.M. y col., 2011). Algunas CBLs poseen también un motivo MGCXXXS/T, que puede contener
modificaciones lipidicas para poder asociarse a las membranas (Batistic, O. y col.,, 2008;

Batistic, O. y Kudla, J., 2012) (Figura 7A).

Calcineurin B-like (CBL)

modificacion  EF1  EF2  EF3  EF4 PFPF
lipidica

CBL-Interacting Protein Kinase (CIPK)

sitio de unidn 'loop” NAF PPI
de ATP de activacion
\ )\ J
Y |
Dominio quinasa Dominio regulatorio
N-terminal C-terminal

Figura 7. Dominios y motivos presentes en las proteinas CBLs y CIPKs. Las proteinas CBLs (A) contienen
un motivo que puede albergar modificaciones lipidicas (circulo azul oscuro), motivos ‘EF-hand’ de unidn
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al ca™* (rectangulos azules), y el motivo PFPF (rectangulo amarillo) implicado en la fosforilacion por las
CIPKs. Las proteinas CIPKs (B), presentan un dominio N-terminal quinasa donde se encuentra el sitio de
unién a ATP (circulo marrén) y el de activacion (rectangulo verde); y un dominio C-terminal regulatorio
gue contiene los motivos NAF (rectangulo rojo) de unién a CBLs, y PPI (rectangulo azul claro) de unién a
fosfatasas. Figura modificada de (Pandey, G. y col., 2014).

El dominio N-terminal catalitico de las proteinas CIPK contiene un motivo quinasa
serina/treonina, en donde se situa el sitio de unidn a ATP. El dominio C-terminal tiene 21
aminodacidos conservados que constituyen un dominio de auto-inhibicién denominado NAF
(también conocido como FISL), a través del cual se une la proteina CBL para su activacion
(Albrecht, V. y col., 2001). El motivo PPI es responsable de la interaccién con fosfatasas,

implicadas en la regulacién negativa de su actividad (Ohta, M. y col., 2003) (Figura 7B).

El lazo (‘loop’) de activacién (Hanks, S.K. y Hunter, T., 1995) es una region reguladora de la
actividad que contiene entre 1 y 3 residuos que pueden ser fosforilados
(serina/treonina/tirosina), fundamentales para la activacion de la quinasa (Shen, M.Q. y Yen,
A., 2009). La fosforilacién provoca un cambio conformacional, imprescindible para la reaccién
de catdlisis, en la posicion relativa de los residuos que conforman el sitio de reconocimiento

del ATP y del péptido sustrato (Adams, J.A., 2003; Nolen, B. y col., 2004).

Adicionalmente al mecanismo de activacidn de las CIPKs, las CBLs estan implicadas en su
reclutamiento al sitio de accién mediante modificaciones en su dominio N-terminal (Sanchez-

Barrena, M.J. y col., 2007; Sanchez-Barrena, M.J. y col., 2013).

En el mecanismo de sefializacién en respuesta a Ca®*, la proteina CBL actiia como sensor y
las proteinas CIPKs como efectores para llevar a cabo la transduccion de la sefial. Entre las
dianas de las CIPKs se encuentran distintos tipos de proteinas como fosfatasas,
transportadores y canales, FTs y enzimas (Figura 8), lo que conlleva a la participacidn de este
complejo en la regulacion de multitud de procesos biolégicos en las plantas (Weinl, S. y Kudla,

2009; Batistic, O. y Kudla, J., 2009).
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Figura 8. Dianas de interaccion de las proteinas CIPK. Entre las proteinas que interaccionan con las
CIPKs, destacan los factores de transcripcién (FT), canales y transportadores, enzimas y fosfatasas.
Figura modificada de (Pandey, G. y col., 2014).

El papel del complejo CIPK/CBL en la respuesta a la deficiencia de K* a través de su

interaccién con transportadores y canales de K* se detalla en el apartado 3.2.2.

3.2- MECANISMOS DE REGULACION EN RESPUESTA A LA DEFICIENCIA DE K.
3.2.1- Regulacion transcripcional /postranscripcional.

La regulacion de la transcripcion de genes constituye una herramienta de regulacion de
las plantas en respuesta a los estimulos ambientales. Se han llevado a cabo analisis
transcriptomicos de plantas sometidas a deficiencias nutricionales que revelan perfiles de
expresion de los genes, lo que permite estudiar cdbmo se regulan en respuesta a dichas
deficiencias. A continuacidn, se detallan genes que muestran regulacién a nivel transcripcional

en condiciones de deficiencia de K".

3.2.1.1- Canales y transportadores de K+.

Muchos transcritos que codifican transportadores de iones se inducen cuando la
concentracién de su sustrato disminuye en el medio, y dicha induccién tiene como objetivo

mejorar la absorcion del nutriente desde el medio externo (Amtmann, A. y Blatt, M.R., 2009).
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En Arabidopsis, los transcritos que codifican para los transportadores de K*, AtHAKS,
AtKEAS5, AtKUP3, AtCHX13 y AtCHX17, se inducen en condiciones de bajo K* (Ahn, S.J. y col.,
2004; Cellier, F. y col., 2004; Gierth, M. y Maser, P., 2007; Kim, E.J. y col., 1998; Shin, R. y
Schachtman, D.P., 2004; Zhao, J. y col., 2008). Entre estos genes, destaca la fuerte induccion de
AtHAKS. Los transcritos de transportadores homélogos a AtHAKS5 de otras especies como
SIHAK5 (Wang, Y.H. y col., 2002), HYHAK1 (Santa-Maria, G.E. y col., 1997), CaHAK1 (Martinez-
Cordero, M.A. y col., 2005), OsHAK5 (Yang, T. y col., 2014) y ThHAK5 (Aleman, F. y col., 2009a)

también se inducen a bajas concentraciones de K" externo.

Sin embargo, también hay transportadores de K* de la familia HAK/KUP/KT que no
muestran regulacidn transcripcional en respuesta a deficiencia de K* (Ahn, S.J. y col., 2004). Por
ejemplo, el transportador KUP7 no se induce por bajo K* ni las lineas sobreexpresoras de KUP7

muestran mejora en la tolerancia a bajo K (Han, M. y col., 2016).

Aunque la mayoria de canales de K° no muestran regulacidn transcripcional en
condiciones de bajo K, el canal tipo shaker de trigo (Triticum aestivum), TaAKT1, se induce en
condiciones de deficiencia de K* (Buschmann, P.H. y col., 2000). AKT1 de Arabidopsis, sin
embargo, no se induce por bajo K* (Lagarde, D. y col., 1996; Pilot, G. y col., 2003b), aunque la
expresion de AtCIPK23, que codifica para una proteina que regula positivamente al canal AKT1
(Cheong, Y.H. y col., 2007; Xu, J. y col., 2006) y de AtKC1, regulador también de AKT1, muestran
regulacion transcripcional en funcién del K™ externo (Geiger, D. y col., 2009; Wang, Y. y col.,

2010) (ver mas adelante, el apartado 3.2.2).

3.2.1.2- Factores de transcripcion.

Los FTs son proteinas que se unen a secuencias especificas del ADN, en regiones
promotoras adyacentes a los genes, de forma que controlan la transcripcion de los mismos, ya
sea activando o reprimiendo. Las secuencias de ADN a la que se une el FT se conocen como

‘sitio de unidn del factor de transcripcion’ o ‘elemento de respuesta’.

Segun su funcidn, los FTs pueden clasificarse en: generales o basales, que son los
requeridos, junto con la ARN polimerasa Il, para que se inicie la transcripcidon (proteinas de
unién a la caja TATA); y especificos o regulatorios, que ejercen funciones especificas sobre

genes o tejidos y modulan la transcripciéon de sus genes diana en funcion de diferentes
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estimulos. Segun la estructura del dominio de unién al ADN que presente el FT, se agrupan en

diferentes familias, que a su vez pueden dividirse en subfamilias.

Los FT estdn implicados en funciones fundamentales en casi todos los procesos biolégicos,

como el desarrollo, crecimiento, respuesta a factores ambientales, etc.

Como se ha mencionado anteriormente, entre los genes que codifican sistemas de
transporte de K, el gen AtHAKS es el que presenta una mayor respuesta a la presencia de K".
En los ultimos afios, se han identificado numerosos FT relacionados con fitohormonas que se
unen al promotor del gen AtHAKS5, a través de los elementos de respuesta especificos

presentes en él, regulando su transcripcion.

El FT de tipo AP2/ERF RAP2.11 se induce en condiciones de bajo K" de forma dependiente
a la produccién de ROS y etileno, y se une a los motivos ERE y GCC-box del promotor de
AtHAKS, induciendo su expresion (Kim, M.J. y col., 2012). Ademds, RAP2.11 estaria implicado
en la regulacién de otros genes relacionados con la respuesta a bajo K*, como genes implicados
en la produccidon de ROS y de respuesta a etileno y auxina, contribuyendo asi a una respuesta

coordinada en la cascada de sefializacién en respuesta a la deficiencia de K.

El FT de respuesta a auxina, ARF2, se une directamente al motivo AuxREs presente
también en el promotor de AtHAKS5, reprimiendo su expresidn en condiciones de K* suficiente.
Cuando hay deficiencia de K*, ARF2 es fosforilado, lo que impide su unién a AtHAKS5, y por

tanto, no lleva a cabo la represién de su transcripcién (Zhao, S. y col., 2016).

La induccién de AtHAKS en respuesta a bajo K* se ve disminuida en el mutante gai-1, lo
que muestra la posible participacidon de las proteinas DELLA en este proceso de sefializacion
(Oliferuk, S. y col., 2017). El mecanismo por el cual estarian implicadas en la expresién de
AtHAKS es desconocido, pero podria estar relacionado con la interacciéon de GAl con FTs que
modulan AtHAKS. Por ejemplo, la proteina ALCATRAZ (ALC), FT que parece interaccionar con
las proteinas DELLA (Arnaud, N. y col., 2010), estaria implicado en el control de la expresién de

AtHAKS5 (Hong, J.P.y col., 2013).

Hong, J.P. y col., (2013) llevaron a cabo un estudio donde identificaron alrededor de 30
FTs implicados en la regulacién de AtHAKS5 en respuesta a bajo K™ externo. De éstos, cuatro de
ellos fueron caracterizados. Estos FTs, DDF2 (Dwarf and Delayed Flowering 2) JLO (‘Jagged
Lateral Organs’), TFIl_2 (‘Transcription initiation Factor Il_A’) y bHLH121 (‘basic Helix-Loop-
Helix 121’), se inducen en respuesta a ayuno de K' y se unen directamente al promotor de

AtHAKS5, activando su expresion (Hong, J.P. y col., 2013).
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3.2.1.3- Otros genes implicados en la respuesta a bajo K+.

Los genes RHD2 (codifica a una NADPH oxidasa) y RCI3 (codifica una peroxidasa) de
Arabidopsis, se inducen en condiciones de ayuno de K*. Ademds, la induccién de estos genes
seria necesaria para la regulacion transcripcional de genes dependientes de ROS que también
participan en la respuesta a bajas concentraciones de K" (Kim, M.J. y col., 2010; Shin, R. y
Schachtman, D.P., 2004). En el mutante deficiente rhd2, se pierde la sobreexpresion de la
enzima ACO y de un FT en respuesta al etileno en condiciones de bajo K*, lo que demuestra
gue la sefializacién por ROS se sitla ‘aguas-arriba’ de la sefial de etileno en la respuesta a la

deficiencia de K* (Shin, R. y Schachtman, D.P., 2004).

Tanto en Arabidopsis como en arroz, distintos sensores de Ca**, como calmodulinas (CaM)
y calmodulinas-like, también presentaron cambios en la expresién de sus transcritos en

respuesta a bajo K (Armengaud, P. y col., 2004; Ma, T.-L. y col., 2012).

También se ha descrito que genes involucrados en la biosintesis del JA se encuentran
inducidos de forma significativa en raices de Arabidopsis ayunadas de K" (Armengaud, P. y col.,

2004).

3.2.2- Regulacion postraduccional.

La regulacidn postraduccional constituye un mecanismo importante de regulacién de
proteinas, siendo la fosforilacidon de proteinas la modificacién postraduccional mas comun en

la transduccion de senales (Kleist y Luan, 2016).

3.2.2.1- Regulacion mediante fosforilacion/defosforilacion.

Numerosos estudios evidencian el mecanismo de fosforilacion (Xu, J. y col.,, 2006;
Quintero, F.J. y col., 2002; Li, L. y col., 2006) y defosforilacion (Cherel, I. y col., 2002; Lee, S.C. y
col., 2007) como un sistema de regulacién de transportadores y canales de K* en distintas

especies de plantas.
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En Arabidopsis, el canal AKT1 es activado mediante fosforilacién por el complejo
AtCIPK23/AtCBL1 o AtCBL9 (Xu, J. y col., 2006; Li, L. y col., 2006) e inactivado por una fosfatasa
del tipo PP2C, denominada AIP1 (‘AKT1-Interacting PP2C 1’) (Lee, S.C. y col., 2007). En arroz y
vid (Vitis vinifera), el complejo CIPK23/CBL1 también estaria participando en la activacion de

los canales OsAKT1 (Li, J. y col., 2014) y VvK1.1 (Cuellar, T. y col., 2010).

3.2.2.2- Otros mecanismos de regulacion postraduccional.

Los estudios en animales han demostrado que las subunidades de canales de K" de la
misma subfamilia, pueden unirse y formar estructuras heterotetraméricas, dando lugar a un
canal con nuevas propiedades, aparentemente distintas a las de los canales homotetraméricos
(Ottschytsch, N. y col., 2002). Los canales de K™ en plantas presentan similitud estructural a los
canales de animales, indicando que la heterotetramerizacion puede ocurrir también entre

ellos.

Las subunidades a de canales de K* de plantas de diferentes tejidos, especies y subfamilias
pueden ensamblarse indiscriminadamente y formar canales de K' heterotetraméricos con
diversas caracteristicas (Dreyer, I. y col., 1997; Xicluna, J.R.M. y col., 2007). El canal
heterotetramétrico mejor estudiado en Arabidopsis es el complejo AKT1-AtKC1. AtKC1 no
forma un canal homotetramérico funcional (Reintanz, B. y col., 2002) pero actla como una
subunidad a que modula negativamente a numerosos canales rectificadores de entrada de K°,
como AKT1, AKT2, KAT1 y KAT2 (Duby, G. y col., 2008; Geiger, D. y col., 2009; Jeanguenin, L. y
col., 2011; Wang, Y. y col., 2010). AtKC1 interacciona con AKT1 e inhibe las corrientes de K*
mediadas por AKT1 debido a que modifica negativamente la dependencia de voltaje de AKT1
(Duby, G. y col., 2008; Geiger, D. y col., 2009; Wang, Y. y col., 2010). Esta regulacion negativa
evitaria la pérdida de K* a través de AKT1 en condiciones de deficiencia de K* (Geiger, D. y col.,

2009; Wang, Y.y col., 2010).

Otras proteinas podrian estar implicadas en la regulacion de los transportadores y canales
de K a través de su transporte por el citoplasma (‘trafficking’) (Honsbein, A. y col., 2009;
Sutter, J.U. y col., 2006; Blatt, M. y col., 2006), estabilizacion en las membranas (Brauer, E.K. y

col., 2016), degradacion, etc.

SYP121 es un proteina de tipo SNARE (‘Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor

Activating protein REceptor’), que media el transporte y anclaje de canales de K" a la
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membrana plasmatica (Sutter, J.U. y col., 2006). En las raices de Arabidopsis, SYP121 estaria
interaccionando con el canal AtKC1, promoviendo la apertura del canal AKT1 para que se
produzca la absorciéon de K" (Honsbein, A. y col., 2009). Otra proteina SNARE, VAMP721,
participa en la regulacidn de la actividad de AtKAT1 y AtKC1 (Zhang, B. y col., 2015).

ILK1 (‘Integrin-Linked Kinase 1°) codifica a una Raf-like MAPKK quinasa (Chinchilla, D. y
col., 2003) que contribuye a la defensa de la planta frente a bacterias patdgenas y parece estar
implicada en la acumulacién y estabilidad del transportador de K* AtHAKS5 en la membrana

plasmatica (Brauer, E.K. y col., 2016).

En la Figura 9 se muestran los mecanismos de sefializacién y regulacion en respuesta a la
deficiencia de K descritos en raices de Arabidopsis, de relevancia en la realizacién de esta

Tesis Doctoral.
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Figura 9. Mecanismos implicados en la sefializacién y regulacién en respuesta a la deficiencia de K*
externo en raices de Arabidopsis. Un descenso en las concentraciones externas de K* ([K'] ) origina
una hiperpolarizacion de la membrana plasmatica en las células de la epidermis y cortex de la raiz, lo
que podria constituir el primer paso en la sefializacién por bajo K'. La percepcién de deficiencia de K*
produce un aumento en el contenido de etileno y de ROS, lo que lleva a la induccidn del gen AtHAKS. En
la induccion de AtHAKS5 en respuesta a bajo K* también estarian implicados factores de transcripcion
como RAP2.11, y ARF2. La seiial de Ca”* detectada en condiciones de bajo K* externo podria proceder
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del influjo desde organulos reservorios o del exterior, a través de canales de Ca” no identificados. AKT1
es activado a través de la fosforilacion por el complejo CIPK/CBL, y por la subunidad de AtKC1 y la
proteina SYP121. En condiciones de bajo K*, la funcién inactivadora de AIP1 se encuentra inhibida. La
letra ‘P’ representa fosforilacidn; y la ‘X’ en rojo, inhibicién de la funcion.

4- EL K* Y OTROS NUTRIENTES.

Numerosos estudios indican que las vias de sefializacién de la respuesta a la disponibilidad
de los distintos nutrientes en las plantas estan interconectadas (Hammond, J.P. y White, P.J,,
2008; Amtmann, A. y Blatt, M.R., 2009; Wang, Y. y Wu, W.-H., 2013). La interaccion entre los
nutrientes en su proceso de absorcion y el desequilibrio causado por la deficiencia de un
nutriente determinado, se han estudiado previamente (Marschner, P., 2012). Por ejemplo, en
algunas especies de plantas, la disminucidn del sulfato (SO,%) externo origina cambios en el
metabolismo del nitrogeno (N), dando lugar a un aumento de las concentraciones de este

ultimo en la parte aérea (Prosser, .M. y col., 2001).

A nivel molecular también hay evidencias de las relaciones existentes entre los
mecanismos implicados en la respuesta a la deficiencia de nutrientes. Estas conexiones han
sido estudiadas a diferentes niveles (Wang, Y.-H. y col., 2002; Schachtman, D.P. y Shin, R,
2007; Shin, R., 2011; Tsay, Y.-F. y col., 2011) y se considera que podria existir una respuesta

general a la deficiencia de nutrientes.

En condiciones de bajo K, de nitrégeno (NO5), de fésforo (PO,*) y de azufre (S0,%),
aumenta la produccién de ROS en la raiz (Schachtman, D.P. y Shin, R., 2007; Shin, R. y
Schachtman, D.P., 2004; Shin, R. y col., 2005) y también las concentraciones de etileno (Garcia,
M.J. y col., 2015). También es comun la participacion de ABA y JA en la sefalizacion de la

respuesta a la deficiencia de los distintos nutrientes (Forieri, I. y col., 2017).

La comparacién de estudios proteédmicos de plantas sometidas a deficiencia de K*, de NO5”
y de PO,”, revelaron grupos de proteinas comunes, implicadas en la sefializacién en estas
deficiencias en raices de tomate, como factores de transcripcidén, proteinas MAPKs, etc.

(Wang, Y.-H. y col., 2002).

En cuanto a la absorciéon y transporte de nutrientes, se ha demostrado que hay

transportadores de NO; cuya expresidn se reprime en plantas sometidas a ayuno de K*
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(Armengaud, P. y col., 2004); y en raices de tomate, la transcripcidn de varios transportadores
de nutrientes se induce por falta de K" y PO,> (Wang, Y.-H. y col., 2002). En condiciones de
ayuno de PO,*, también se ha observado una induccién de transportadores de SO,> (Misson,

J.y col., 2005).

A nivel de regulacion de los canales y transportadores, también hay mecanismos
compartidos. El complejo AtCIPK23/AtCBL1 y AtCBL9 estaria regulando la activacion del canal
AKT1 de K* (Xu, J. y col., 2006; Li, L. y col., 2006) y también la absorcién de NO; a través del
transportador AtNRT1.1 (CHL1) (Ho, C.H. y col., 2009).

AtCIPK23 estaria regulando la absorcién de NH," a través de la inhibicién transportador
AtAMT1;1/1;2., impidiendo la acumulacién citoplasmatica de iones NH," en condiciones de

altas concentraciones externas del mismo (Straub, T. y col., 2017).

Por tanto, parece evidente la existencia de interconexiones entre los mecanismos de
sefializacion de la respuesta a la deficiencia de distintos nutrientes, asi como la coordinacién y

regulacién de su absorcidn y transporte.

5- PLANTAS MODELO Y DE INTERES AGRONOMICO.

5.1- ARABIDOPSIS (Arabidopsis thaliana L.), PLANTA MODELO.

Los organismos modelo son especies en cuyo estudio experimental convergen un amplio
numero de equipos de investigacion, con el fin de obtener conclusiones que puedan ser
generalizables a otras especies. Reunen caracteristicas que facilitan su mantenimiento y
manipulaciéon, y que permiten la obtencién de resultados en un periodo de tiempo

razonablemente breve (Bolker, J.A., 1995).

Arabidopsis thaliana es una planta autdgama perteneciente a la familia de las Brasicaceas
o Cruciferas, familia muy amplia en la que se encuentran aproximadamente 340 géneros y mas
de 3.300 especies (Alshehbaz, I.A., 1984), y que se localiza, mayoritariamente, en regiones de
clima moderado (Meyerowitz, E.M., 1987). Las estirpes aisladas en localizaciones concretas
recibieron la denominacidon de “ecotipo”, y mas tarde se le concedid el término “acceso”

(‘accession’), definido como ‘un genotipo particular de una especie concreta, recolectado en
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una localizacion geografica especifica’ (Alonso-Blanco, C. y Koornneef, M., 2000). No obstante,

ambos términos coexisten en el uso corriente de la comunidad cientifica.

En el estudio de la biologia molecular de plantas, el uso de Arabidopsis como sistema
modelo frente al uso de bacterias y levaduras, permite el abordaje de estudios de respuesta

integrada frente a un estrés, por ser un organismo pluricelular (Zhu, J.K., 2000).

A pesar de no tener interés agronémico, la utilizacién de Arabidopsis como modelo se ha
impuesto sobre otras especies de plantas debido a la multitud de ventajas que presenta, que la
hacen muy apropiada como organismo modelo en biologia vegetal: capacidad de crecimiento
en condiciones controladas, tamafio pequefio (30-40 cm), ciclo de vida corto (alrededor de 6
semanas) y elevada produccion de semillas (> 1000/planta), con la posibilidad de almacenarse
durante varios afios con escasa pérdida de viabilidad (Page, D.R. y Grossniklaus, U., 2002).
Pequefio genoma (125 Mb, megabases), un bajo porcentaje de secuencias repetitivas de ADN
(10-15%), facilidad para obtener mutantes, disponibilidad de técnicas de mapeo
estandarizadas y un eficiente sistema de transformacion (Meyerowitz, E.M., 1987). Ademds,
Arabidopsis es la primera planta superior cuyo genoma ha sido completamente secuenciado
(The Arabidopsis Genome Initiative, 2006). Hay disponibles, distintas colecciones de mutantes
de insercidn en los centros NASC (Nottingham Arabidopsis Stock Centre), ABRC (Arabidopsis

Biological Resource Center) y SENDAI (Arabidopsis Seed Stock Center).

Ademas, cuenta con una gran cantidad de herramientas genéticas: lineas recombinantes
enddgamas, marcadores fenotipicos, marcadores modulares polimérficos, bancos de clones de
ADNC, etc; y bioinformaticas: servidores disponibles como TAIR (‘The Arabidopsis Information
Resource’) (Huala, E. y col., 2001), donde se llevan a cabo actualizaciones periédicas sobre los

estudios de Arabidopsis.

5.2- TOMATE (Solanum lycopersicum L.), PLANTA DE INTERES AGRONOMICO.

El tomate (Solanum lycopersicum) es una hortaliza de enorme importancia econémica
debido a las grandes superficies que se destinan a su cultivo en todo el mundo, siendo la
segunda hortaliza, después de la patata, con mayor importancia econémica a nivel mundial, y

su produccién va en incremento a medida que aumenta la poblacion (Bergougnoux, V., 2014).
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El interés del tomate en investigacién ha ido creciendo a lo largo de los afos por el
descubrimiento de los efectos beneficiosos que parece tener sobre nuestro organismo, siendo
cada vez mas los estudios que confirman que este vegetal es una fuente de compuestos con
propiedades preventivas y curativas. Aporta beneficios en la prevencién de ciertos canceres
debido a su perfil nutricional, basado en una combinacién equilibrada de antioxidantes
(vitamina C, carotenoides y flavonoides), minerales, un contenido alto en acido fdlico y un nivel
bajo en grasas, y por sus propiedades antienvejecimiento debido a la presencia de licopeno.
Esta muy presente en la dieta diaria, ya que las variedades selectas estan disponibles durante

todo el afio y representa un producto versatil para multitud de propuestas culinarias.

El tomate pertenece al género Solanum de la familia Solanaceae, la cual engloba

aproximadamente 90 géneros y mas de 3.000 especies.

Ademas de la importancia econdmica del tomate, esta especie se ha convertido en un
modelo excelente de investigacién. Su genoma es relativamente pequefio (950 Mb) y existen
numerosas fuentes genéticas disponibles: poblaciones cartografiadas, marcadores de ADN
(Tanksley, S.D. y col., 1992), ‘microarrays’ y bases de datos publicas (Yano, K. y col., 2007), etc.
Su genoma se secuencié en 2012 (Tomato Genome Consortium, 2012) a través del consorcio
internacional Solanaceae Genome Project (SOL), que involucré a 14 paises y se desarrolld

durante 8 afios.

5.2.1- El cultivar Micro-Tom.

El cultivar Micro-Tom de tomate se desarrollé con finalidad ornamental, a partir del cruce
entre los cultivares Florida, Basket y Ohio 4013, exhibiendo un fenotipo enano con frutos
maduros y rojos (Harbaugh y Scott, 1999). El fenotipo enano es debido a varias mutaciones
puntuales en los genes Dwarf (D), Self-Pruning (SP) e Interno de Lenght reduction (lIr) (Marti, E.

y col., 2006) y presenta un crecimiento determinado y un ciclo de vida corto.

Su pequeio tamafo, su rapido crecimiento y su facil transformacién le proponen como el

cultivar mas adecuado frente a otros, para la investigacién en tomate.
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El K" constituye uno de los elementos minerales mas importantes de las plantas, y es el
catién mds abundante respecto al peso seco, por lo que la nutricién de K" es un factor clave

para el crecimiento y el cultivo de cualquier tipo de planta.

La adaptacidn de las plantas a distintas situaciones de suministro de K* depende no sélo
de la disponibilidad de K' sino también de otras condiciones ambientales como la
disponibilidad de otros nutrientes o la presencia de iones que pueden ser tdxicos, como el Na*

y el Cs".

El objetivo fundamental de esta Tesis Doctoral ha consistido en profundizar en el
conocimiento de los sistemas de absorcién de K* en las plantas, tanto en su funcién como en
su regulacion, mediante el estudio de los procesos fisioldgicos y mecanismos moleculares
implicados en la homeostasis de K, en la especie modelo Arabidopsis thaliana y en la especie

de interés agronédmico Solanum lycopersicum.
En este contexto, se han abordado los siguientes objetivos especificos:

1- Estudio del efecto de la presencia de otros nutrientes distintos al K" sobre la
adquisicion y homeostasis del mismo, en plantas de Arabidopsis y tomate.
1.1- Efecto de la deficiencia de NO5, PO,> 0 SO,* sobre la absorcién de K* a través de
los sistemas AKT1 y AtHAKS5 en Arabidopsis y LKT1 y SIHAK5S en tomate.
1.2- Efecto de la deficiencia de NO5, PO,* 0 SO,* sobre la translocacion de K* de la raiz

a la parte aérea.

2- Estudio de los mecanismos implicados en la regulacién
transcripcional/postranscripcional del transportador de alta afinidad AtHAK5 de
Arabidopsis y SIHAKS de tomate, en respuesta a la deficiencia de K.

2.1- Caracterizacidon de la via de sefializacién por deficiencia de K* implicada en la
regulacidn transcripcional del gen SIHAKS, en plantas de tomate.
- Efecto de la presencia de Ca®* y Na* sobre la induccién del gen SIHAK5 y sobre
la absorcion de K* de alta afinidad.
- Papel del etileno y de las ROS en la regulacién del gen SIHAKS.
2.2- Identificacion vy caracterizacion molecular de mecanismos de regulacién

postranscripcional del transportador AtHAKS de Arabidopsis.

3- Estudio de la absorcién de Ky Cs* en las plantas de tomate.

3.1-Influencia de la presencia de Cs" sobre la absorcién de K" de alta afinidad.
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3.2- Identificacion de sistemas implicados en la absorcién de Cs'.

4- Estudio transcriptémico de plantas de tomate sometidas a ayuno de K" mediante RNA-

Seq.

4.1- ldentificacién de transcritos expresados diferencialmente en raiz, parte aérea y

fruto en respuesta a deficiencia de K.
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Materiales y Métodos

1- MATERIAL BIOLOGICO.

1.1- BACTERIAS.

1.1.1- CEPAS UTILIZADAS.

1.1.1.1- Escherichia coli.

Las propagaciones de ADN plasmidico se realizaron con las cepas de E. coli recogidas en la
Tabla 1. Las cepas DH5a y Topl0 se utilizaron indistintamente segun disponibilidad del
laboratorio, para procedimientos de propagaciéon de ADN plasmidico. La cepa GM119 se utilizd
cuando se necesitaba ADN plasmidico sin metilacion dam para su digestion con enzimas de

restriccion sensibles a esta metilacion.

Tabla 1. Cepas utilizadas de E. coli.

Cepa Genotipo Referencia
A(argF-lac)169, $80d/acZ58(M15), AphoA8, ginX44(AS), A” | (Hanahan, D.,
DH5a
, deoR481, rfbC1, gyrA96(NalR), recAl, endAl, thiEl, hsdR17 1985)
A(araA-leu)7697, [araD139];,,, A(codB-lacl)3, (Edwards,
Top10 $80d/acz58(M15), galK0, mcrAO0, galU- AN.y col,
, recAl, endA1, nupG-, rpsL-(strR), A(mcrC-mrr)715 2011)
fhuA2 or fhuA31, lacY1 or lacZ4, tsx-1 or tsx- (Arraj, J.A.y
GM119 78, gIinX44(AS), galk2(Oc), galT22, A", dcm-6, dam- Marinus,
3, mtlIA2, metB1, thiE1l M.G., 1983)
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1.1.1.2- Agrobacterium tumefaciens.

Las cepas de A. tumefaciens (Tabla 2) se utilizaron para la transformacién estable de

Arabidopsis y tomate, y para la expresién transitoria en Nicotiana benthamiana.

Tabla 2. Cepas utilizadas de A. tumefaciens.

Cepa Genotipo Referencia
(Koncz, C.y
GV3101 RifR pMP90 (pTiC58CT-DNA)
Schell, J., 1986)

1.1.2- MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.

Para el cultivo de las cepas de E. coli se utilizé el medio Luria-Broth (LB) (Tabla 3),
suplementado en los casos en que fuese necesario, con el antibidtico selectivo

correspondiente: ampicilina (100 mg/L); kanamicina (50 mg/L); estreptomicina (25 mg/L).

Todos los medios preparados en esta Tesis Doctoral se esterilizaron en autoclave, en
condiciones de sobrepresién de 1 atmdsfera y 120 °C durante 20 minutos. Las excepciones de

esterilizacién son indicadas en cada caso.

El cultivo de E. coli se realiz6 a 37 °Cy en el caso de cultivo en medio liquido, se incubaba a

37 °Cy agitacion.

Tabla 3. Composicion de medio LB.

Triptona 1% (p/v)

Extracto de levadura 0,5 % (p/v)
NaCl 0,5 % (p/v)
Agar Bacteriolégico* 1,5 % (p/v)

* Se adicionaba para preparar el medio en estado sélido.

Para el cultivo de A. tumefaciens se utilizé el medio LB (Tabla 3), suplementado en los casos
en que fuese necesario, con el antibiético selectivo correspondiente. La temperatura de cultivo

fue de 28 °C, y en el caso de cultivo en medio liquido, se incubaban a 28 °Cy en agitacion.

56



Materiales y Métodos

Para el mantenimiento a largo plazo de las cepas de E. coli que contenian plasmidos de
interés, se almacenaba a -80 °C, 1 mL de suspensidon de células en medio de cultivo con un 20

% de glicerina estéril.

1.2- LEVADURAS.

1.2.1- CEPAS UTILIZADAS.

Las cepas de levadura S. cerevisiae utilizadas (Tabla 4) se describen a continuacién.

Tabla 4. Cepas de S. cerevisiae utilizadas.

Cepa Genotipo Referencia
9.3 MATa, enalD:HIS3::ena4D, leu2,ura3-1,trp1- (Bafiuelos, M.A.
) 1,ade2-1,trk1D, trk2::pCK64 y col., 1995)
MATuq, leu2-3,112, trp1-901, his3A200, ade2-
MaV203 101, galdA, gal80A, (Vidal, M. y col.,
SPAL10::URA3, GAL1::lacZ, HIS3as 1996)
eaL::HIS3@LYS2, canlR, cyh2R

La cepa 9.3 es deficiente en los transportadores de entrada de K* TRK1 y TRK2, y en las
bombas de salida de Na* Enal-Ena4 (Bafiuelos, M.A. y col., 1995). Esta cepa se ha utilizado en

esta Tesis Doctoral para la caracterizacidn de sistemas implicados de absorcién de K.

La cepa MaV203 posee las caracteristicas genotipicas necesarias para llevar a cabo el

ensayo de doble hibrido en levadura.
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1.2.2- MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO.

Los procedimientos de crecimiento y propagacién de S. cerevisiae se realizaron en medio
YPD (Yeast Peptone Dextrose) (Tabla 5) (Frederick M. Ausubel, R.B., Robert E. Kingston, David
D. Moore, J.G. Seidman, John A. Smith, y Struhl, K., 2002).

Tabla 5. Composicion del medio YPD de levadura.

Extracto de levadura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
Glucosa 2% (p/v)
Agar Bacterioldgico* 1,5% (p/v)

* Se adicionaba para preparar el medio en estado sdlido.

Como medio selectivo, se utilizd SD (Sherman Dextrose) (Tabla 6) (Sherman, F., 1991),

excluyendo la adicidn del aminodcido apropiado para seleccionar los transformantes.

Tabla 6. Composicion del medio SD de levadura.

YNB 0,67 % (p/v)
(NH,4),S0, 0,5 % (p/v)
Glucosa 2% (p/v)
Agar Bacterioldgico* 2% (p/v)

* Se adicionaba para preparar el medio en estado sélido.

Para los ensayos de crecimiento de levaduras en condiciones de bajo K, se utilizé el
medio Fosfato de Arginina (PA) (Rodriguez-Navarro, A. y Ramos, J., 1984), cuya composicidn es

detallada en las Tablas 7, 8 y 9.
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Tabla 7.

Tabla 8. Composicion del stock de oligoelementos 1000X.

Composicion del medio PA de levadura.

Materiales y Métodos

H3;PO, 8 mM
L-Arginina 10 mM
MgSO0, 2mM
CaCl, 0,2 mM
KCl segln ensayo
Glucosa 20 % (p/v)
Oligoelementos (1000X)* 1% (v/v)
Vitaminas (100X)** 1% (v/v)
Agar Bacterioldgico*** 1,5 % (p/v)

*Qligoelementos (Stock 1000X) (Tabla 8).

**Vitaminas (Stock 100X) (Tabla 9), se adicionaron tras la

esterilizacién del medio PA.

***Se adicionaba para preparar el medio en estado sdlido.

Tabla 9. Composicion del stock de vitaminas 100X.

H3BO; 50 mg/L
CuSO, 4 mg/L
KI 10 mg/L
MnSQO,4-H,0 40 mg/L
Na,Mo0QO,-2H,0 20 mg/L
ZnS0,-7H,0 4 mg/L
FeSO, 50 mg/L
Tiamina (Vit. B1) 4 mg/100 mL
Acido nicotinico (Vit.B3) 4 mg/100 mL
Acido pantoténico (Vit.B5) 4 mg/100 mL
Piridoxina (Vit.B6) 4 mg/100 mL
Biotina (Vit.B7) 2 mg/100 mL

La solucidn de vitaminas se esterilizaba mediante filtracién.
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El medio se suplementaba con la concentracidn de KCl indicada en cada caso, segun el

ensayo a realizar.

1.3- MATERIAL VEGETAL.

1.3.1- Arabidopsis thaliana.

El trabajo experimental realizado con Arabidopsis se ha llevado a cabo con el ecotipo
Columbia (Col-0). Se han empleado plantas silvestres (WT) y plantas homocigéticas de los
mutantes simples, dobles y triple, de los genes del canal AKT1, del transportador AtHAKS, y de
la proteina quinasa AtCIPK23. También se ha utilizado la linea del mutante homocigético del

canal rectificador de salida de K" AtSKOR. (Tabla 10).

Tabla 10. Lineas utilizadas de Arabidopsis ecotipo Col-0.

Linea Origen
Silvestre Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC)
hak5-3 Este laboratorio (Rubio, F. y col., 2008)
akt1-2 Este laboratorio (Rubio, F. y col., 2008)
cipk23-5 Este laboratorio (Nieves-Cordones, M. y col., 2012)
hak5-3 akt1-2 Este laboratorio (Rubio, F. y col., 2010)
hak5-3 cipk23-5 Esta Tesis (Anexo 4.1)
aktl1-2 cipk23-5 Esta Tesis (Anexo 4.2)
hak5-3 akt1-2 cipk23-5 |Esta Tesis (anexo 4.3)
skor-1 (Gaymard, F.y col., 1998)
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1.3.1.1-Cultivo y crecimiento.

1.3.1.1.1- Esterilizacion de semillas.

Las semillas de Arabidopsis fueron esterilizadas en cabina de flujo laminar (TELSTAR Mini-
H) con una mezcla desinfectante de alcohol etilico al 70 %, seguido de lejia comercial al 0,5 % y
SDS (Dodecil Sulfato Sédico) al 0,1 %, durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo, se
sometieron a 5 lavados con agua esterilizada para eliminar la mezcla desinfectante, quedando

suspendidas en el agua del quinto lavado. Se almacenaron a 4 °C durante 12 h en oscuridad.

1.3.1.1.2- Cultivo en hidropénico.

El desarrollo de las plantulas y la realizacion de los experimentos se llevaron a cabo en
cultivo hidropdnico (Gibeaut, D.M. y col., 1997), en una camara de cultivo con las condiciones

de luz, temperatura y humedad controladas.

Una vez esterilizadas las semillas, se germinaban sobre lana de roca, material inerte que
permite un fdcil crecimiento de la raiz a través del mismo. La lana de roca se insertaba en
microtubos de 1,5 mL, para lo cual se cortaron la tapa y la punta de los mismos (Figura 10A).
Estos microtubos se insertaban en planchas de PVC (policloruro de vinilo), a las que
previamente se les habia realizado perforaciones con el didametro de los tubos, que se

encajaban sobre cubetas de 2,5 L que contenian la solucién nutritiva (SN) (Figura 10B y 10C).

Se fijé un fotoperiodo de 8 h de luz, 22 °C de temperatura y una humedad relativa del 65
%. Como sistema de iluminacidn se utilizaron tubos fluorescentes Philips TLD 36/W 83, Silvana
F 36WGRO), consiguiendo una densidad homogénea del flujo de fotones de 150 pmol m? s™

(Figura 10D).
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Figura 10. Detalle del sistema de crecimiento de Arabidopsis en cultivo hidropdonico y camara de
cultivo con iluminaciéon, temperatura y humedad controladas. A) Microtubos de 1,5 mL con lana de
roca donde se germinan las semillas. B) Placas de PVC donde se insertan los microtubos de 1,5mL con
lana de roca, que se encajan sobre cubetas de 2,5 L con la solucién nutritiva. C) Crecimiento de
Arabidopsis en el sistema de cultivo hidropdnico. D) Camara de cultivo con las condiciones controladas,
donde se puede observar el sistema de iluminacion.

La SN utilizada consistié en una modificacién de la soluciéon Hoagland (Hoagland, D.R. y
Arnon, D.l.,, 1950), cuya composicidon se recoge en la Tabla 11. Se llevaron a cabo distintas
diluciones de la SN y variaciones en los compuestos segun el experimento a realizar, cambios
que son indicados en cada caso. El pH de la solucién se ajustaba a 5,5 mediante la adicién de

H,S0,.
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Tabla 11. Macronutrientes y micronutrientes que componen la SN de Hoagland modificada.

Compuesto Concentracion

Ca(NOs),- 2H20 1,4 mM
% MgSO,- 2H20 0,35 mM
E KCl 1,4 mM
S
g Ca(H,P0,),-H20 1mM
= Fe-EDDHA 10 uM

HsBO; 12,5 uM
@ MnSQO, 1uM
E) Znso, 1uM
g CuSO, 0,5 uM
S (NH,)sM07054 0,1 uM

NiSO, 0,1 uM

1.3.1.1.3- Cultivo en suelo.

El crecimiento de Arabidopsis en suelo se llevd a cabo Unicamente para la propagacion de

plantas y recoleccién de semillas.

Como sustrato se utilizé una mezcla de turba negra, vermiculita y perlita en proporciones

(3:2:1), esterilizada previamente en el autoclave.

1.3.1.1.4- Recoleccion de semillas.

Cuando empezaban a brotar las inflorescencias, las plantas se protegian con colectores de

semillas comerciales Aracons™ (Arasystem-Betatech) (Figura 11). Al presentar silicuas

maduras, se detenia el riego de las mismas para su desecacién. Cuando la desecacidn era total,

se cortaban las inflorescencias por la base y se procedia a la apertura mecanica de las silicuas,

recogiendo el total de las semillas mediante tamizaciones sucesivas.
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Figura 11. Plantas de Arabidopsis con colectores de semillas Aracons ™ (Arasystem-Betatech).

1.3.2- Solanum lycopersicum.

Los ensayos con plantas de tomate se han llevado a cabo con el cultivar Micro-Tom, a

excepcion del estudio transcriptomico mediante RNA-seq, que se realizé con el cultivar Boludo.

1.3.2.1-Cultivo y crecimiento.

1.3.1.1.1- Cultivo en hidropénico.

El cultivo de las plantas de tomate para la realizacion de los experimentos se llevé a cabo
en medio hidropdnico. Las semillas se pre-hidrataban con aireacion en una solucién de CaSO,
durante 72 h y se germinaban a 28 °C en bandejas de 3-4 cm de profundidad con vermiculita,
previamente humedecida con la solucion de pre-hidratacion (Figura 12A). Las semillas
tardaban en germinar entre 4 y 6 dias y cuando las plantulas alcanzaban un tamafio de 3-4 cm,
se transferian a contenedores de 18 L con el mismo SN Hoagland modificada, descrito para

Arabidopsis (ver Tabla 11) y aireacidn (Figura 12B).

Los contenedores se disponian en una camara de cultivo con condiciones controladas,
fotoperiodo de 16 h de luz, temperatura de 25 °Cy humedad de 65 % durante el dia, y de 20 °C
y 85 %, respectivamente, por la noche. El sistema de iluminacion empleado consistié en una
combinacion de tubos fluorescentes (Philips TLD 36/W83, Silvana F 36WGRO) y lamparas de
vapor de sodio (Oosram HQIl. T 400W), consiguiendo una densidad homogénea de flujo de

fotones de 400 pmol m™s™ (Figura 12C).
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Figura 12. Detalle del sistema de crecimiento de plantas de tomate en cultivo hidropdnico y camara de
cultivo con iluminacién, temperatura y humedad controladas. A) Se muestra la pre-hidratacidon de
semillas de tomate en matraces con solucidon CaSO, y aireacion; y la bandeja con vermiculita donde se
disponian las plantulas cuando alcanzaban los 3-4 cm. B) Cubetas de 18 L con SN de Hoagland
modificada y sistema de aireacién. C) Camara de cultivo con las condiciones controladas, donde se
observa el sistema de iluminacidn, compuesto por tubos fluorescentes y lamparas de sodio.

1.3.3- Nicotiana benthamiana.

Se utilizaron las hojas de N. benthamiana para la expresion transitoria de proteinas tras su

transformacion con A. tumefaciens.

1.3.3.1-Cultivo y crecimiento.

1.3.3.1.1- Cultivo en suelo.

Las plantas de N. benthamiana fueron cedidas por el departamento de Patologia Vegetal
del CEBAS-CSIC, donde se cultivaron en recipientes individuales con una mezcla constituida por

60 % de sustrato Projar Seed Pro 5050 (50 % turba negra y 50 % turba rubia fina, Von Post), 30
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% fibra de coco y 10 % zeolita, en cdmaras de cultivo bajo un régimen de dia largo (16/8 h de

luz/oscuridad), a 25/18 °Cy 70 % de humedad (Figura 13).

Figura 13. Cultivo de N. benthamiana en camara de cultivo con las condiciones controladas.

2- METODOS

2.1- MANIPULACION DE MATERIAL BIOLOGICO.

2.1.1- Métodos de cruzamiento

2.1.1.1-Cruzamiento de lineas de Arabidopsis.

Para realizar el cruzamiento entre dos estirpes de interés de A. thaliana, se siguid el

protocolo descrito a continuacién (Kranz, A.R.Y.K., B,. 1987).

Se eligié un grupo de botones florales situado en el dpice de un tallo de inflorescencia de
la planta que va a ser la receptora de polen, parental femenino (f), y se eliminaron todas las
flores maduras, presuntamente autofecundadas; y todos los capullos, a excepcién de aquellos
cuyos pétalos sean apenas visibles. A estos ultimos se les extirparon los sépalos, pétalos, y los
estambres inmaduros, obteniéndose flores cuya Unica estructura funcional es un pistilo no

fecundado. Estas manipulaciones se llevaron a cabo con pinzas de microcirugia Aesculap
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BD331, previamente esterilizadas mediante su inmersién en alcohol etilico al 95 % y secadas al

aire.

De la planta utilizada como donante de polen, el parental masculino (m), se extirpd una
flor madura que presentara los pétalos abiertos y estambres en cuyas anteras eran visibles los

granos de polen.

Con las pinzas, se realizd una presidon a la altura de los sépalos, poniendo en contacto
varias de sus antenas, una por una, con el pistilo de la flor receptora del polen. El cruce se
sefalizé adhiriendo al tallo, junto a la flor fecundada manualmente, una etiqueta indicando el

genotipo del parental masculino empleado.

La planta fecundada se Ilevd a la cdmara de cultivo, donde permaneciod hasta la formacién
y maduracion de la silicua, que fue recogida y depositada en un microtubo de 1,5 mL,

etiquetado adecuadamente con los genotipos cruzados.

La recoleccién de las semillas obtenidas de todas las silicuas de la planta fecundada, se
llevé a cabo presionando manualmente la silicua seca sobre un papel de filtro, al que cayeron
las semillas, junto a restos de fragmentos de silicuas y otras partes de la planta. Mediante

sucesivas tamizaciones se eliminaron las particulas de un tamafio mayor a las semillas.

Los cruzamientos de lineas de Arabidopsis realizados en esta Tesis Doctoral se detallan en

el Anexo 4.

2.1.2- Métodos de caracterizacion.

2.1.2.1-Caracterizacion de la absorcion de K+ por raices de plantas de Arabidopsis.

2.1.2.1.1- Caracterizacion de la absorcion de K+ en el rango de baja afinidad: Ensayo

de absorcion de Rb+del medio externo.

Para caracterizar la capacidad de absorcién de K* por raices de Arabidopsis en el rango de
baja afinidad, se llevd a cabo un experimento que consistié en determinar la capacidad de las
raices de absorber el Rb*, andlogo del K*, presente en un medio externo donde se habia

afiadido una concentracién conocida del mismo. Estos experimentos se realizaron en la
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camara de cultivo, bajo condiciones controladas, siguiendo el protocolo que se describe a

continuacion.

Las raices de las plantas se lavaban en SN Hoagland modificada sin K" a 4 °C, y se
transferian a cubetas donde las raices quedaban sumergidas en SN Hoagland modificada sin K*,
suplementada con 1,4 mM de Rb* (concentracién en el rango de baja afinidad). Transcurridas 7
horas con las raices sumergidas en la solucién externa, las raices se lavaron con agua destilada
fria, para eliminar los cationes del apoplasto, se cosecharon la parte aérea y raiz por separado,
y se determinaron los pesos frescos. Tras secar el material vegetal a 65 °C durante 4 dias, se
determinaron también los pesos secos. El material seco se procesaba como se describe a

continuacién para determinar la composicion mineral del mismo.

2.1.2.1.1.1- Medida del contenido mineral interno.

El analisis mineral de los 6rganos de la planta se llevd a cabo tras realizar digestiones
acidas del material vegetal con una solucién HNO;:HCIO, (2:1). Para ello, se pesaron 0,1 g de
material vegetal (y en su defecto, la cantidad total disponible), a los que se adicionaron 2 mL
de la soluciéon nitrico-percldrica y se dispusieron en tubos adecuados para llevar a cabo el
proceso de digestidn. Se colocaron en un digestor a 90 °C durante 1 h, seguido de 120 °C
durante 4 h. A continuacidn, se aumento la temperatura a 180 °C durante 2 h y finalmente, a
210 °C hasta la decoloracion de la muestra y contener un volumen de aproximadamente 0,5

mL. Una vez que se enfriaban, se afiadia agua destilada hasta 10 mL.

Las concentraciones de iones se determinaron mediante espectrometria de ICP (Iris
Intrepid Il, Thermo Electron Corporation). Los datos de concentracion de iones se expresaron
- . -1 .
en milimoles de ion por gramo (mmol g ~) de peso fresco o seco de material vegetal, y se

calcularon las medias y errores estandar.

Para determinar las concentraciones internas de NO;™ se siguié el método utilizado por
(Abbas, M.A. y col., 1991). Se partia de 0,05 g de material vegetal, al que se le afiadian 10 mL
de agua desionizada MilliQ® (Millipore®) y se sometid a agitacion mecanica durante 30 min.
Transcurrido este tiempo, se centrifugaban las muestras a 4.697 x g durante 20 miny 1 mL del
sobrenadante, se afadia a 4 mL de agua desionizada y se filtraba a través de un filtro de

didmetro de 0, 45 um. A 3 mL del filtrado, se le afiadian 9 mL de agua MilliQ®. El extracto
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obtenido se utilizd para la determinacion mediante cromatografia idnica, mediante la

utilizacidon de un cromatdgrafo Dionex modelo DX-100.

2.1.2.1.1.2- Tasas de absorcion de Rb+*y de translocacion de la raiz a la parte aérea.

Una vez obtenidas las concentraciones de los iones presentes en los distintos érganos, la
tasa de absorcién de Rb" por las raices de las plantas sometidas al ensayo de absorcién, se

calculé como el total de Rb* en la planta por gramo de peso seco de raiz y unidad de tiempo.

La tasa de translocacidn de Rb" de la raiz a la parte aérea se calculé como el total de Rb*

presente en la parte aérea por gramo de peso seco de raiz y unidad de tiempo.

2.1.2.1.2- Caracterizacion de la absorcion de K+ en el rango de alta afinidad: Ensayo

de desaparicion de Rb+del medio externo.

Para caracterizar la capacidad de absorcién de K* por raices de Arabidopsis en el rango de
alta afinidad, se llevé a cabo un experimento que consistié en determinar la velocidad de
desaparicién de Rb* de un medio externo donde se habia afiadido una concentracién conocida
del mismo. Estos experimentos se realizaron en la cdmara de cultivo, bajo condiciones

controladas, siguiendo el protocolo que se describe a continuacion.

Las raices de las plantas se lavaban en SN Hoagland modificada sin K" a 4 °C, y se
transferian a tubos de 50 mL, donde las raices quedaban sumergidas en SN Hoagland
modificada sin K*, suplementada con 50 uM de Rb" (rango de alta afinidad) (Figura 14). Nada
mas transferir las plantas, se tomaba una muestra de la solucién externa de cada planta,
correspondiente a la muestra a tiempo 0 y se fueron tomando muestras cada hora, durante 7

h.
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Figura 14. Experimento de desaparicién del Rb* del medio externo por raices de Arabidopsis.

Al final de los ensayos, se separaban la parte aérea y raiz de todas las plantas, lavandose
la raiz en agua destilada fria, para eliminar los iones del apoplasto, y se determinaban los
pesos frescos. A continuacién, se secaba el material vegetal en una estufa a 65 °C durante 4
dias y se determinaban los pesos secos. Segln los casos, las muestras de material vegetal seco

se sometieron a analisis mineral.

2.1.2.1.2.1- Tasa de absorcion de Rb+.

Para determinar la capacidad de absorcidn de las raices en el rango de alta afinidad, se
midieron las concentraciones de Rb" de las muestras de solucién externa tomadas como se
describe en el apartado anterior, mediante espectrometria de emisidon atémica usando un

espectrofotometro Perkin-Elmer modelo ICP 500.

En una grafica se representd la concentracién de Rb* presente en la solucién externa en
funcién del tiempo, y se calculé la velocidad de absorcidn de Rb* como la diferencia de Rb*
total de la soluciéon externa del ensayo entre dos puntos dentro de la parte lineal de la curva de

desaparicidn de Rb*, por gramo de peso seco de raiz por hora.
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2.1.2.1.2.2- Medida del contenido mineral interno.

Las concentraciones internas de iones se determinaron de igual forma que en el ensayo

de caracterizacion de baja afinidad (ver apartado 2.1.2.1.1.1).

2.1.2.2- Caracterizacion de la absorcion de K+ por raices de plantas de tomate.

2.1.2.2.1- Caracterizacion de la absorcion de K+ en el rango de baja afinidad: Ensayo

de desaparicion de K+/Rb*del medio externo.

Para caracterizar la capacidad de absorcidn de K* por raices de tomate en el rango de baja
afinidad, se llevd a cabo un experimento que consistié en determinar la velocidad de
desaparicién de K* (o Rb*) de un medio externo donde se habia afiadido una concentracién
conocida del mismo. Estos experimentos se realizaron en la camara de cultivo, bajo

condiciones controladas, siguiendo el protocolo que se describe a continuacion.

Las raices de las plantas se lavaban en SN Hoagland modificada sin K" y fria, y se
transferian a vasos de 250 mL, donde las raices quedaban sumergidas en SN Hoagland
modificada sin K*, suplementada con 1,4 mM de K'/Rb" y con aireacién individual (Figura 15).
Nada mas transferir las plantas, se tomaba una muestra de la solucién externa de cada planta,

correspondiente a la muestra a tiempo 0 y se fueron tomando muestras cada 3 h durante 9 h.

Figura 15. Sistema empleado para el ensayo de desaparicién del K'/Rb* externo por raices de plantas
de tomate. En la Figura B se observa una muestra individual, ampliada de la Figura A.
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Al final de los ensayos, se separaban la parte aérea y raiz de todas las plantas, lavandose
la raiz en agua destilada fria, para eliminar los iones del apoplasto, y se determinaban los
pesos frescos. A continuacién, se secaba el material vegetal en una estufa a 65 °C durante 4
dias y se determinaban los pesos secos. El material vegetal seco se procesaba segln se indica a

continuacién para determinar su composicién mineral.

2.1.2.2.1.1- Tasas de absorcion y de translocacion de K+ de la raiz a la parte aérea.

Para determinar la capacidad de absorcion de K* o Rb* de las raices en el rango de baja
afinidad, se midieron las concentraciones de K'/Rb" de las muestras de solucién externa,
mediante espectrometria de emisién atémica usando un espectrofotometro Perkin-Elmer

modelo ICP 500.

Se representd en una grafica la variacidon de la concentracidon de K'/Rb" presente en la
solucidn externa en funcién del tiempo, y se calculd la velocidad de absorcidon de K*/Rb* como
la diferencia en el K'/Rb" total de la solucién externa entre dos puntos en los que la curva de

desaparicién del cation era lineal, por gramo de peso seco de raiz por hora.

Para profundizar en la caracterizacidn de la absorcién de K*, se llevé a cabo un ensayo
basado en el andlisis mineral de los tejidos. Se cultivaron 30 plantas siguiendo las condiciones
de cultivo descritas, de las cuales, 6 fueron recogidas antes de aplicar los tratamientos y se
denominaron plantas a tiempo 0 (Ty). El resto de plantas (T;) se sometieron durante 7 dias a
los distintos tratamientos (6 plantas por tratamiento) y se cosecharon para determinar la
composiciéon mineral, de igual forma que las plantas To. La absorcién de K* se calculd en base a

la concentracidn interna de K* en las plantas de tomate segun la siguiente formula:

K1 — Kyo
Absorcibnde Kt = ————
(Rep + Ryg)/2

Donde:
K.o= contenido total de K" antes de iniciar los tratamientos,
K,= contenido total de K" tras aplicar el tratamiento,

Rio= peso seco de raiz antes de iniciar los tratamientos,
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R¢1= peso seco de raiz tras finalizar el tratamiento.

Utilizando las concentraciones de K* obtenidas de las plantas T, y T, ya mencionadas, se

calculd la translocacion de K* de raiz a la parte aérea mediante la férmula siguiente:

Kpa, — K
Translocacion de K+ = 2t ___"PAw
(Rtl + RtO)/Z

Donde:

Kpa,,= contenido total de K" en parte aérea antes de iniciar los tratamientos,
Kpa,, = contenido total de K* en parte aérea tras finalizar el tratamiento,
Rio= peso seco de la raiz antes de iniciar los tratamientos,

R1= peso seco de la raiz de tras finalizar el tratamiento.

2.1.2.2.1.2- Medida del contenido mineral interno.

Para determinar las concentraciones internas de iones en las partes aéreas y raices, se
llevd a cabo el analisis mineral de los drganos de la planta tras realizar digestiones acidas de

igual forma que se describe para Arabidopsis (ver apartado 2.1.2.1.1.1)

2.1.2.2.2- Caracterizacion de la absorcion de K+ en el rango de alta afinidad: Ensayo

de desaparicion de K+/Rb+del medio externo.

Para caracterizar la capacidad de absorcidn de K* por raices de tomate en el rango de alta
afinidad, se llevd a cabo el mismo experimento de desapariciéon de K'/Rb* del medio externo,
pero a con concentracion externa de 100 uM (rango de alta afinidad). Se llevé a cabo el mismo
protocolo de preparacién del ensayo, con la excepcién de que se tomaban muestras cada 15

min durante 3 h.
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Al final de los ensayos, se separaban la parte aérea y raiz de todas las plantas, lavandose
la raiz en agua destilada fria, para eliminar los iones del apoplasto, y se determinaban los
pesos frescos. A continuacidn, se secaba el material vegetal en una estufa a 65 °C durante 4
dias y se determinaban los pesos secos. El material vegetal seco se procesaba segln se indica a

continuacién para determinar su composicién mineral.

2.1.2.2.2.1- Tasa de absorcion de K*/Rb* en el rango de alta afinidad.

Para determinar la capacidad de absorcién de las raices en el rango de alta afinidad, se
midieron las concentraciones de K'/Rb* de las muestras de solucidn externa, mediante
espectrometria de emisién atémica usando un espectrofotémetro Perkin-Elmer modelo ICP

500.

Se representd en una gréfica la concentracion de K'/Rb* presente en la solucién externa
en funcién del tiempo, y se calculd la velocidad de absorcion de K*/Rb* como la diferencia en el
K*/Rb" total de la solucién externa entre dos puntos en los que la curva de desaparicién del

cation era lineal por gramo de peso seco de raiz por hora.

2.1.2.2.2.2- Medida del contenido mineral interno.

La determinacién de las concentraciones internas de iones se llevd a cabo de igual forma

que en el ensayo de caracterizacién de baja afinidad de Arabidopsis (ver apartado 2.1.2.1.1.1).

2.1.2.2.3- Medida del potencial de membrana.

Se determind el potencial de membrana de las células de la epidermis o corticales de la
raiz de plantas de tomate mediante la utilizacidn de microelectrodos de borosilicato
(Maathuis, F.J. y Sanders, D., 1994). Las plantulas se montaron en una cdmara de poliestireno
acoplada a la platina de un microscopio (Figura 16). En la cdmara se disponian las raices,
quedando bafadas con una solucion control (10 mM de MES-Ca pH 6,1) a una velocidad de

perfusion de 10 mL min™. Con la ayuda de un micromanipulador, los microelectrodos simples
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de borosilicato (1B120F-4, World Precision Instruments Inc. Sarasota, FL) se introducian en las
primeras capas de células de raiz hasta obtener un potencial estable. Cada capilar se introducia
en un portaelectrodos (MEHF1S510, World Precision Instruments Inc. Sarasota, FL) que contenia
una semicélula Ag/AgCl, y se conectaban a un amplificador de alta impedancia (DUO 773,

World Precision Instruments Inc. Sarasota, FL).

Figura 16. Sistema para llevar a cabo los registros de potencial de membrana en las células de raiz de
tomate. A) Cabina de Faraday conteniendo el microscopio y el micromanipulador, y el amplificador
situado en el exterior. B) Imagen ampliada del microscopio, donde se observan los microelectrodos y la
semicélula Ag/AgCl.

2.1.2.3- Caracterizacion de la absorcion de K+ por S. cerevisiae.

2.1.2.3.1- Ensayo de crecimiento en medio sdlido.

Para caracterizar el crecimiento de los distintos transformantes de S. cerevisiae bajo
estudio, se preparaban placas de PA suplementadas con distintas concentraciones de KCl, con

el objetivo de observar su capacidad de formar colonias.

Los cultivos de células se incubaban previamente en medio YPD sélido con K* suficiente,
para el crecimiento de las cepas. Cuando el cultivo estaba suficientemente crecido, se
determinaba su densidad dptica a 600 nm (DO ¢ ) y se realizaban diluciones seriadas para
llegar a suspensiones con densidades dpticas (DO ¢y) de: 1, 0,1, 0,01 y 0,001. Se sembraban
gotas de 10 puL en el medio PA sdlido suplementado con las distintas concentraciones de KCl.
Las placas se incubaban a 28 °C durante un periodo de tiempo variable, dependiendo del

fenotipo (entre 3-5 dias).
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2.1.2.3.2- Ensayo de transporte ionico.

Para determinar la capacidad de absorber K* por los transformantes bajo estudio, se
realizaron experimentos de acumulacién de Rb* desde un medio externo que contenia

concentraciones conocidas del mismo.

Las cepas se crecian durante 14 horas a 28 °C y agitaciéon en 50 mL de medio PA liquido,
suplementado con 100 mM de K*, hasta obtener una DOg de 0,3. Las células se recogian por
centrifugacion a 7.828 x g durante 10 min, se sometian a dos lavados con agua bidestilada, se
suspendian en medio PA fresco sin K' y se incubaban durante 6 h a 28 °C y agitacién.
Transcurrido este periodo de ayuno de K*, se transferian a 50 mL de tampén (10 mM de MES y
0,1 mM de MgCl,, ajustado a pH 6,0 con Ca (OH),), suplementado con 2 % de glucosa antes del

ensayo, y distintas concentraciones de Rb* (que constituian el tiempo 0).

Se tomaban muestras de células a intervalos regulares, filtrando un volumen (5-10 mL) de
cultivo, mediante el uso de filtros (Millipore® de didmetro de poro de 0,8 um) conectados a
una bomba de vacio. Los filtros con las células se lavaban externamente 2 veces con 5 mL de
una solucion 20 mM de MgCl,. Para la extraccion de los cationes celulares, los filtros se
incubaban en tubos de 10 mL con 5 mL de una soluciéon 0,1 mM de HCl y 10 mM de MgCl,,
durante toda la noche. Posteriormente, los tubos se centrifugaban para depositar los restos
celulares y se determinaba la concentracién de Rb" en la solucién con un espectrémetro de
absorcién atémica, en el modo de emisién. A partir de estos datos se calculaban los contenidos
de Rb" interno por gramo de peso seco de levadura, deducido de la DO del cultivo, y unidad de

tiempo, obteniéndose la velocidad de entrada de Rb* en nmol mg™ mim™.

2.1.3- Métodos de transformacion.

Los vectores utilizados se recogen en el Anexo 3.

2.1.3.1-Transformacion de bacterias.
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2.1.3.1.1- Preparacion de células competentes.

2.1.3.1.1.1- Preparacion de células competentes de E. coli.

Para llevar a cabo la preparacidon de las células competentes de E. coli, se siguid el

protocolo descrito a continuacién:

Se inoculé una colonia, procedente de una placa donde se habia incubado la bacteria a 37
°C el dia anterior, en 3 mL de medio LB liquido y se incubé toda la noche a 37 °Cy agitacién. Al
dia siguiente, 100 uL procedentes del cultivo, se afiadieron a 20 mL de medio LB fresco y se
incubd de nuevo toda la noche a 37 °C y agitacién. Se afiadieron 12 mL del cultivo a 1,2 L de
medio LB nuevo (precalentado a 37 °C antes de afadir el cultivo). A continuacién, se sometio a
agitacién vigorosa hasta alcanzar una DOgy de 0,6-0,7 (lo que llevaba entre 5y 7 h
aproximadamente). Las células se incubaron en hielo durante 30 min para detener el
crecimiento y a partir de ese momento, el protocolo se llevé a cabo con todo el material en
frio. Se centrifugaron las células a 4000 x g durante 15 min y se suspendieron en un volumen
de agua estéril fria igual al volumen de LB de partida. Se volvieron a centrifugar las células y se
resuspendieron en la mitad del volumen inicial de agua estéril fria. Tras la ultima
centrifugacion, se resuspendieron en 10 mL de agua estéril, por cada litro de volumen inicial
de células al 10 % de glicerina estéril fria. La solucidn de células resultante se dispensd en
alicuotas de 40- 60 pL que se congelaron instantdaneamente en nitrégeno (N,) liquido, y se

almacenaron a -80 °C hasta su uso.

2.1.3.1.1.2- Preparacion de células competentes de A. tumefaciens.

Para llevar a cabo la preparacion de las células competentes de A. tumefaciens, se siguid

el protocolo descrito a continuacién (Holsters, M. y col., 1978).

Se inoculé una colonia de la linea GV3101 en 5 mL de medio LB y se incubd toda la noche
a 28 °C. Se tomaron 2 mL de ese cultivo y se inocularon en 80 mL de medio LB nuevo, hasta

alcanzar una DOgyode entre 0,5y 1.

Las células se recogieron por centrifugacion a 3000 xg y 4 °C durante 10 min, tras lo cual

se lavaban con la mitad del volumen de glicerina al 10 % (v/v) previamente esterilizada y
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enfriada. Este procedimiento se repitié en dos ocasiones mas, suspendiendo las células en 4,5
mL en el primer paso, y en 1,5 mL en el paso final. Finalmente, las células se dispensaron en
alicuotas de 50 pL que se congelaron inmediatamente con N, liquido, y se almacenaron a -80

°C.

2.1.3.1.2- Transformacion de E. coli.

La transformacién de células competentes de E. coli se llevd a cabo mediante

electroporacion.

Una mezcla de las células competentes y el ADN a transformar, se introdujo en una
cubeta de electroporacién de 0,2 cm y se le aplicd un pulso de 3 kV, 25 uF, 200 Q vy
aproximadamente 5 milisegundos de duracion en un electroporador GenePulser®
MicroPulser™ (BioRad, Hercules CA, EEUU). Se afiadieron rapidamente 800 uL de medio LB
liguido y la mezcla se incubd a 37 °C y agitacion durante 1 h. Transcurrido ese tiempo, las
células se recogieron tras una centrifugacion a 7.828 x g y se extendieron en LB sélido con el
antibiético de seleccidon correspondiente. Como control positivo de transformacion, se

adicionaron 20 ng del pldasmido pUC18.

2.1.3.1.3- Transformacion de A. tumefaciens.

La transformacion de células competentes de A. tumefaciens se llevé a cabo mediante

electroporacion.

Una mezcla de las células competentes y el ADN a transformar, se introdujo en una
cubeta de electroporacion de 0,15 cm y se le aplicé un pulso de 3 kV, 330 uF, 4000 Q y
aproximadamente 5 milisegundos de duracion en un electroporador GenePulser®
MicroPulser™ (BioRad). Se afiadieron rapidamente 800 pL de medio LB liquido y la mezcla se
incubd a 28 °C y agitacion durante 1 h. Transcurrido ese tiempo, las células se recogieron tras
una centrifugacién a 7.828 x g y se extendieron en LB sélido con el antibidtico de seleccion

correspondiente.
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2.1.3.2- Transformacion de S. cerevisiae.

Para transformar las cepas de S. cerevisiae, se utilizaba el método de ‘acetato de litio’

(Elble, R., 1992).

Se inoculaba una colonia de la estirpe apropiada en 10 mL de medio YPD, suplementado
con 100 mM K* para evitar la reversidn de la cepa 9.3, y se incubaba toda la noche a 28 °C en
agitacion suave. Tras alcanzar una DOgy de 1,5-2, las células se recogian mediante
centrifugacion y se les afiadia entre 1y 2 ug de ADN y 500 pL de solucién PLATE (Tabla 12),

mezclando suavemente.

Tabla 12. Composicidon de la solucion PLATE para la transformacion de S. cerevisiae.

PEG (MW 3350) 40 % (v/v)
Acetato de litio 100 mM
Tris-HCl pH 7,5 10 mM
EDTA pH 8 1mM

Las células se incubaban en esa solucién durante 24 h a temperatura ambiente vy
transcurrido ese periodo, la mezcla se centrifugaba 6.262 x g para recoger las células, se
lavaban en dos pasos con agua estéril, centrifugdndose entre cada paso. Las células recogidas
en el dltimo lavado se extendian en las placas con medio selectivo y se incubaban a 28 °C

durante 48 h.

2.1.3.3- Transformacion de plantas.

2.1.3.3.1- Transformacion transitoria de N. benthamiana.

Para una infiltracion eficiente de las plantas, éstas debian tener entre 5 y 6 semanas y

encontrarse bien hidratadas en el momento de la transformacion.
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La agroinfiltracién de N. benthamiana se realizd siguiendo el protocolo descrito a

continuacién (Waadt, R. y Kudla, J., 2008).

Se inoculaba una colonia de A. tumefaciens con la construccién de interés en 5 mL de
medio LB suplementado con los antibiéticos selectivos correspondientes y se crecia toda la
noche a 28 °C y agitacién suave. En paralelo, se realizaba el mismo procedimiento con la linea

p19.

Al dia siguiente, se media la DOgy de los cultivos y se calculaban los volimenes necesarios
para obtener una DOgy en la mezcla de transformacién final de 0,5 para las lineas con las

construcciones de interés y de 0,3 para la linea p19, siguiendo la férmula:

v _ Vfinal X DOfinal
inicial —
Doinicial

Donde:
Vfina1= volumen final deseado.
DOfipna1= 1a DOgye deseada en la mezcla de transformacién final.

DOjniciai= |2 DOgoo medida en cada mezcla de cultivo tras su incubacion.

A continuacion, se afiadian los volimenes de ambos cultivos al mismo tubo Falcon® y se
centrifugaban a 7.828 x g durante 15 min. Se eliminaba el sobrenadante y las células se
resuspendian en el volumen final deseado en el tampdn final de activacién (Tabla 13). La

mezcla se incubaba 3 h a temperatura ambiente.

Tabla 13. Composicién del tampdn de activacion.

MES 10 mM
MgCl, 10 mM
Acetosiringona 150 uMm

Tras este periodo, se infiltraba el envés de las hojas de N. benthamiana con la mezcla de
transformacidon mediante el uso de jeringuillas de 5 mL sin aguja, asegurando una distribucién

homogénea de la mezcla por toda la superficie.
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2.2- MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS.

2.2.1- Extraccién y analisis de ADN.

Todo el material de vidrio y las soluciones utilizados en estas técnicas se esterilizé por
tratamiento en autoclave a 120 °C durante 20 min y 1 atm de sobrepresidn antes de su uso. En
el caso de soluciones termoldbiles, se esterilizé el material por filtracién a través de un filtro
con tamafio de poro de 0,22 um. Todas las soluciones se prepararon con agua desionizada Milli

Q (Millipore ©®).

2.2.1.1- Purificacion de ADN plasmidico de E. coli.

La preparacién de plasmidos amplificados en E. coli se llevd a cabo por el método de lisis

alcalina (Sambrook, J. y Russell, D.W., 2001).

2.2.1.1.1- Purificacion de ADN plasmidico a pequeiia escala (MINIPREP).

Una colonia de las células de E. coli transformada con el plasmido de interés, se incubaba
a 37 °Cy agitacidon en 3 mL de medio LB liquido suplementado con el antibiético de seleccidn
correspondiente. Tras recoger las células por centrifugacidn, se resuspendian en un volumen
de Solucidn | (Tabla 14). A la suspension de células, se le afiadian dos volimenes de la Soluciéon
Il (Tabla 15) recién preparada, y se mezclaba por inversién con suavidad. A continuacidn, se
afiadian 1,5 voliumenes de acetato de potasio 3 M pH 6,0 (Tabla 16), se mezclaba por inversion

y se incubaba en hielo durante 10 min.
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Tabla 14. Composicidon de la Solucién 1.

Tris/ HCI pH 8,0 25 mM
EDTA pH 8,0 25 mM
Glucosa 10 %(p/v)

Tabla 15. Composicion de la Solucién Il.

NaOH 200 mM

SDS 1%

Mediante centrifugacidn se separaba el ADN de los restos celulares y se concentraba por
precipitacion con 2,5 volimenes de alcohol isopropilico en hielo durante 20 min.
Posteriormente, se afiadia alcohol etilico al 70 % para lavar y eliminar restos. Tras la Ultima
centrifugacion, se descartaba el sobrenadante y se dejaba secar el precipitado de ADN, tras lo
cual se resuspendia en un volumen adecuado de agua con ARNasa (Roche®) a una

concentracién de 50 pg mL™.

Cuando el ADN purificado tenia como objetivo operaciones que requerian un grado de
pureza mas elevado, se utilizaba el kit comercial de purificacion de acidos nucleicos
NucleoSpin®, Plasmid Kit (Macherey-Nagel), siguiendo las instrucciones indicadas por el

fabricante.

2.2.1.1.2- Purificacion de ADN plasmidico a gran escala (MAXIPREP).

Una colonia de las células de E. coli transformada con el plasmido de interés, se incubada
a 37 °C y agitacién en 100 mL de medio LB liquido suplementado con el antibiético de
seleccidn correspondiente. El cultivo se centrifugaba a 7.828 x g durante 15 min, y las células
se resuspendian en 5 mL de GTE (Tabla 16). La suspension celular se incubaba en hielo durante
15 min, tras lo cual se afiadian 10 mL de Soluciéon Il (Tabla 15), mezclandose por inversion
suavemente. El lisado celular obtenido se incubaba en hielo durante 15 min vy, posteriormente,
se afiadian 7,5 mL de acetato de potasio 3M pH 4,8, se mezclaba suavemente por inversion y
se incubaba en hielo durante 30 min, de forma que precipitaban las proteinas y el ADN

cromosémico. Transcurrido este tiempo, se centrifugaban a 21.920 x g durante 15 min a 4 °C.
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Para eliminar completamente los restos celulares, el sobrenadante se filtraba utilizando una

tela filtradora comercial Miracloth (Calbiochem).

Tabla 16. Composicion del tampdn GTE.

Tris/ HCl pH 7,5 10 mM
EDTA pH 8,0 10 mM
Glucosa 1% (p/v)

A la solucidn filtrada se le afiadia 1 volumen de alcohol isopropilico y se incubaba en hielo
durante 20 min, precipitando asi los acidos nucleicos. Los tubos se centrifugaban entonces a
21.920 x g durante 15 min a 4 °C, y el precipitado se resuspendia en 2,5 mL de TE (Tabla 17).
Posteriormente, se afiadian 2,5 mL de LiCl 6 M a la mezcla, y se incubaban en hielo durante 15
min, precipitando el ARN presente. Se centrifugaban las muestras a 21.920 x g durante 10 min,
y el sobrenadante se traspasaba a un tubo COREX®, se afiadia 1 volumen de alcohol
isopropilico y se incubaba 20 min en hielo, tras lo cual se centrifugaba de nuevo con las

mismas condiciones.

El precipitado se resuspendia en 0,5 mL de TE (Tabla 17) y se traspasaba a un microtubo
de 1,5 mL, donde se anadia 150 puL acetato de sodio 3M y 0,5 mL de alcohol isopropilico. Se

incubaba 20 min en hielo, y se volvia a centrifugar a 21.920 x g durante 10 min.

Tabla 17. Composicion del tampdn TE.

Tris/HCl pH 7,5 25mM

EDTA pH 8,0 1mM

Posteriormente, se afadia alcohol etilico al 70 % para lavar y eliminar restos. Tras la
ultima centrifugacién, se descartaba el sobrenadante y se dejaba secar el precipitado de ADN,

tras lo cual se resuspendia en un volumen adecuado de agua.
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2.2.1.2- Extraccion de ADN genémico de A. thaliana.

Para la purificacion del ADN gendmico de A. thaliana, se seguia el método descrito a

continuacién (Edwards, K. y col., 1991).

Se tomaban unos 100 mg de hojas frescas y se introducian en un microtubo de 1,5 mL,
congeldndolas inmediatamente al adicionar N, liquido en el microtubo. Una vez congeladas, se

procedia a su pulverizacion utilizando émbolos de plasticos esterilizados.

Una vez obtenido un polvo homogéneo, se afiadian 400 pL de tampdn de extraccion pre-
calentado a 65 °C (Tabla 18) y arena de mar estéril, y se homogeneizaba la mezcla de nuevo.
Se anadian 600 pL de una mezcla cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), y se incubaban a 65 °C
durante 5 min. Transcurrido este tiempo, se centrifugaba a 21.920 x g durante 10 min para
eliminar los restos celulares, y se recogian los dcidos nucleicos presentes en el sobrenadante.
Se afadia 1 volumen de alcohol isopropilico para precipitar los acidos nucleicos y se incubaban
en hielo durante 20 min, tras lo cual se centrifugaba a 21.920 x g durante 15 min. El
precipitado se lavaba con alcohol etilico al 70 %, se dejaba secar y se resuspendia en 50 pL de

agua MilliQ® estéril.

Tabla 18. Composicion del tampdn de extraccion.

Tris/ HCl pH 8,0 220 mM
Edta-Na2 pH 8,0 22 mM
NaCl 800 mM
d-Sorbitol 140 mM
n-laurilsarcosina 1% (p/v)
CTAB 0,8 % (p/v)

2.2.1.3- CUANTIFICACION DE ADN.

La cuantificacién de muestras de ADN se llevaba a cabo utilizando un espectrofotémetro
comercial Nanodrop© ND-1000 Spectophotometer (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las

instrucciones del fabricante.
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2.2.1.4- Amplificacion por PCR de fragmentos de ADN.

2.2.1.4.1- PCR convencional.

La técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés ‘Polymerase Chain
Reaction’) es un método enzimatico que consiste en la replicacidn in vitro de secuencias

especificas de ADN, obteniéndose millones de moléculas a partir de pocas moléculas de ADN.

2.2.1.4.1.1-Cebadores de oligonucledtidos.

Los cebadores de reaccion para llevar a cabo la amplificacién de fragmentos de ADN
mediante PCR convencional fueron disefiados utilizando la herramienta bioinformatica
Primer3 (Materiales y Métodos, apartado 2.5.1). La secuencia de los cebadores utilizados en

esta Tesis Doctoral se recoge en el Anexo 2.

2.2.1.4.1.2-Condiciones de reaccion.

Para amplificar fragmentos de ADN mediante PCR convencional, se utilizaba la enzima Tag
polimerasa, procedente del kit comercial IBIAN®-Tag DNA polimerasa (IBIAN Technologies) y
los componentes necesarios para que tenga lugar la reaccién de amplificacion (Tabla 19). En el

caso de llevar a cabo modificaciones de los mismos, se indica en cada caso.

Tabla 19. Reactivos utilizados en la PCR para amplificar los fragmentos de interés.

ADN 10 - 500 ng
Tampdn Taqg 10 x 1x
dNTPs-Mix 40 mM 800 uM
Cebadores 1,25-5uM
Polimerasa Tagq 0,25-5U
Agua destilada Hasta 50 plL
Volumen Final 50 uL
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El ciclo estandar de amplificacion (Tabla 20) consistia en un paso inicial de
desnaturalizacién de las dos hebras de ADN, seguido del alineamiento de los cebadores en la
secuencia especifica de ADN vy, por ultimo, la extensién de la cadena llevada a cabo por la
enzima Taq polimerasa. La temperatura y tiempo de cada uno de los pasos se detalla en la

Tabla 20.

Tabla 20. Condiciones del termociclador utilizadas para amplificar los fragmentos de interés.

Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial: 95 °C 5’
Desnaturalizacion inicial: 95 °C 30”
- . X 25-30
Alineamiento: 45-65°C* 1
Extension: 72°C * ok
Extension final: 72°C 5’

* Temperatura variable, dependiendo de la temperatura de alineamiento de los cebadores.
** Tiempo variable, 1’ por Kb de ADN a amplificar.

Cuando era necesario que el ADN producido en la amplificacién no presentara
mutaciones, se utilizaban polimerasas de alta fidelidad procedentes de kit comerciales,
llevando a cabo las indicaciones del fabricante en cada caso. Estas polimerasas son capaces de
polimerizar varias kilobases (kb) con una tasa de mutacidn muy baja, ya que poseen una

actividad correctora de errores.

Los productos de PCR se clonaban en el vector pCR2.1-TOPQ®, utilizando el kit comercial

pCR2.1-TOPO TA Cloning® (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.2.1.4.2- Mutagénesis dirigida por PCR.

Las mutaciones dirigidas por PCR se han llevado a cabo mediante dos estrategias.

Una de ellas, consistia en generar mutaciones puntuales, deleciones o inserciones en un
ADN de interés mediante la realizacidn de dos reacciones de PCR. La primera reaccion de PCR,
se llevaba a cabo con dos cebadores que contenian la mutacién o la insercién. De esta forma,
se producian dos secuencias flanqueantes al sitio de la mutacién y portadoras de la misma.
Tras purificar los fragmentos mutantes, se realizaba una reaccion de PCR de unién con

cebadores de los extremos exteriores de ambos fragmentos, de forma que anillaban entre si,
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permitiendo la reconstruccidn del fragmento completo mutado. Se utilizaban ADN polimerasas
comerciales de alta fidelidad, siguiendo las instrucciones del fabricante. En el Anexo 5 se

muestra un ejemplo en el que se lleva a cabo esta técnica de mutagénesis dirigida.

Otra forma de llevar a cabo mutaciones dirigidas por PCR ha sido con la utilizacién del
método ‘Quick Change’. Este procedimiento tiene la ventaja de que una sola reaccién de PCR
permite introducir la mutacién dentro de las dos hebras de ADN del plasmido que se desea
mutar. Se basa en la utilizacidon de dos cebadores antiparalelos y complementarios, que llevan
la mutacién puntal elegida, o la insercidn; o en el caso de una delecidn, que los cebadores se
sitian a ambos lados del sitio de delecién, de forma que dicha regidon no se incluya en el
amplicén. Para la reaccidn de PCR es necesaria una ADN polimerasa de alta fidelidad, y que el
plasmido de ADN molde proceda de cepas bacterianas con actividad Dam1 (como las cepas

DH5a o TOP10).

El sistema Dam1 consiste en la metilacidon de las adeninas (A) presentes en las secuencias
GAMTC. Como la enzima de restriccidn dpnl, reconoce y digiere exclusivamente el ADN que se
encuentra metilado en GAMTC, esta endonucleasa se utiliza sobre el producto de PCR, porque
digerira el ADN molde pero no eliminara el plasmido amplificado mutado, ya que éste proviene
de la reaccién de PCR y, por tanto, no se encuentra metilado. Por ultimo, se procede a la
transformacidn de E. coli con el producto de PCR. Para el disefio de los cebadores se utilizé la
herramienta bioinformatica “QuickChange Primer Design”, disponible en:

https://genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp. En el Anexo 6 se muestra un ejemplo

en el que se lleva a cabo esta técnica de mutagénesis dirigida.

2.2.1.5- Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

Todas las operaciones de electroforesis de acidos nucleicos se llevaron a cabo siguiendo
las instrucciones recogidas en el Manual de Laboratorio Sambrook (Sambrook, J. y Russell,

D.W., 2001).

Los geles de agarosa se preparaban, segun la concentracidn requerida, al 0,8-1 % (p/v) de
agarosa en tampén TAE 1x (40 mM Tris/ Acetato, 1 mM EDTA), afiadiendo 0,05 pg pL™* de
RedSafe™ (INtRON Biotechnology), para visualizar el ADN a la luz UV.
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A las muestras se les anadia tampdn de carga de ADN 5X y se disponian en los pocillos del
gel, el cual se encontraba sumergido en el mismo tampdn TAE contenido en la cubeta de

electroforesis, y se aplicaba un voltaje de 80-120 V.

Las fotografias del gel se realizaron con el sistema Amersham™ Imager 600 (GE

Healthcare).

2.2.1.5.1- Purificacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa.

Para la extraccién de ADN de la matriz del gel de electroforesis, se cortaba la banda de
interés con un bisturi y se recuperaba el ADN contenido mediante la utilizaciéon del kit
comercial ‘FavorPrep GEL/PCR purification mini kit’ (IBIAN Tecnologies) o el kit ‘NucleoSpin®

Extract Il kit (Macherey-Nagel), siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante.

2.2.1.6- Manipulacion enzimatica de ADN.

2.2.1.6.1- Digestion del ADN con enzimas de restriccion.

Las digestiones de ADN con endonucleasas de restriccion se llevaron a cabo utilizando las
enzimas y los tampones, asi como las condiciones recomendadas por el fabricante. Se
preparaban soluciones de ADN, entre 50-100 pg/uL, 1 U de enzima por pg de ADN, el tampdn
correspondiente, en un volumen total de entre 25-50 pL y se incubaba a 30 min a la
temperatura indicada para cada enzima. La digestién conjunta de varias enzimas se realizaba

con el tampdn en el que ambas presentaban las mejores actividades.

En las ocasiones en las que se necesitaba realizar una manipulacidon posterior, los
productos de la digestidon enzimatica se separaban mediante electroforesis en gel de agarosa 'y

se purificaba el fragmento de interés.
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2.2.1.6.2- Ligamiento de fragmentos de ADN.

Los vectores y los insertos de ADN a ligar, se digerian con las endonucleasas de restriccién
apropiadas. El ligamiento se llevaba a cabo con la enzima T4 ligasa de ADN, ‘T4 DNA Ligase’

(Thermo Fischer Scientific), siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante.

2.2.1.7- Secuenciacion de ADN.

Las reacciones de secuenciacion de ADN fueron realizadas, con los cebadores
correspondientes en cada caso, por la empresa de secuenciacién SECUGEN S.L (CIB, Madrid,
Espafia) o STABvida (Campus FCT UNL, Caparica, Portugal), siguiendo las instrucciones en cada

Caso.

2.2.2- Cuantificacion de la expresion génica mediante PCR en tiempo real.

2.2.2.1- Extraccion y cuantificacion de ARN.

La extraccion de ARN para llevar a cabo la cuantificacidon de la expresion génica por PCR
en tiempo real, se realizaba con el kit comercial de extraccién NucleoSpin®, RNA Plant
(Macherey-Nagel), partiendo de 0,1 g de material vegetal y siguiendo las instrucciones del
fabricante. El material vegetal se trituraba en un mortero con una maza, ambos estériles,

mediante la adicién de N, liquido, de forma que el material vegetal fuese homogéneo.

Una vez obtenido el ARN, se trataba con la enzima ADNasa para asegurar la eliminaciéon
de ADN de las muestras. Para ello, se utilizd el kit comercial DNA-free™ (Applied

Biosystems/Ambion), siguiendo las instrucciones indicadas.

La concentracion y la calidad de las muestras de ARN se determinaron con el sistema

Nanodrop© ND-1000 Spectophotometer (Thermo Fisher Scientific).
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2.2.2.2- Sintesis de ADNCc.

La obtencién del ADNc (ADN complementario) se realizaba mediante el empleo del kit
comercial ‘High capacity cDNA Reverse transcriptions Kit’ (Applied Biosystems). Las

condiciones del termociclador para la reaccién de amplificacién se recogen en la Tabla 21.

Tabla 21. Condiciones del termociclador para la sintesis de ADNc.

Temperatura Tiempo
Paso 1 25°C 10
Paso 2 37°C 120
Paso 3 85°C 5
Paso 4 4°C -

2.2.2.3- Cuantificacion relativa de la expresion génica.

La técnica de PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR, del inglés, ‘Real Time-quantitative
Polimerase Chain Reaction’) se basa en la deteccidn y cuantificacion de los niveles de ARNm de
un gen de interés, permitiendo la estimacién de sus niveles de expresion. Para ello, se utiliza
un método de generacidn de fluorescencia que permite seguir el desarrollo de la reaccién de

amplificacion.

La aplicacién de esta técnica sobre muestras de ADNc y con cebadores que amplifiquen
especificamente una secuencia de ADN del gen de interés, permite cuantificar los niveles de
expresion de dicho gen en multiples condiciones. Cuanto mayor sea la transcripcién del gen,

mayor sera la cantidad de ARNm del mismo, y por tanto, su presencia en el ADNc.

El valor que nos permite realizar esta cuantificacion es el C; (‘Threshold Cycle’), que se
define como el ciclo de la PCR en el que la sefal de fluorescencia cruza la linea umbral,
indicando la deteccién del producto de PCR acumulado. En este punto la reaccién se encuentra
en fase exponencial, existiendo una relacién lineal entre el logaritmo del cambio de

fluorescencia y el nUmero de ciclos.
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Esta técnica se llevd a cabo mediante el empleo del sistema ‘7500 Real-Time PCR System’
(Applied Biosystems), y el agente intercalante SYBR® Green como método de generacién de

fluorescencia.

Las reacciones de PCR se prepararon con el kit comercial KAPA SYBR® FAST gPCR Kit
Master Mix (2x) Universal (KAPABIOSYSTEMS), que contiene los componentes necesarios (ADN
polimerasa, fluorescente SYBR® Green |, MgCl,), para realizar la reaccién de RT-PCR, a
excepcion del ADNc y los cebadores especificos. Los cebadores utilizados, recogidos en el
Anexo 2, fueron disefiados utilizando el programa bioinformatico Primer3 (Materiales y
Métodos, apartado 2.5.1). Los componentes afiadidos a cada reaccion, se recogen en la Tabla

22.

Tabla 22. Componentes presentes en cada reaccion de RT-qPCR.

ADNc (1 pg/ L) 2 ul

SYBR Green Mix®* 10 uL
ROX Low (10 nM) 0,4 uL
Cebador 5’ (0,2 uM) 0,4 L
Cebador 3’ (0,2 uM) 0,4 uL
Agua destilada 6,8 uL
Volumen Final 20pL

*Contiene MgCl, a una concentracién final de 2,5 mM.

Las reacciones se llevaban a cabo en placas de 96 pocillos, PCR® Microplate (Axygen INC.),
selladas con un film dptico autoadhesivo, Platemax® UltraClear Sealing Film (Axygen INC.),

para evitar la evaporacion durante la reaccién.

En la Tabla 23, se muestran los ciclos de reaccidn de amplificacion. Al final de cada
experimento, se llevaba a cabo una fase de disociacién para comprobar que se realizaba la

amplificacion de un Unico producto.

Tabla 23. Reaccion de amplificacion de RT-PCR.

Temperatura Tiempo
Activacion enzimatica: 95 °C 3’
Desnaturalizacion: 95°C 30”
x40
Alineamiento/extension: 60°C* 35”
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2.2.2.3.1- Eficiencia de la reaccion de PCR.

Antes de llevar a cabo una reaccion de RT-gPCR con cebadores de nuevo disefio, se
llevaba a cabo la validacién del método para asegurarnos de la fiabilidad de los resultados
obtenidos. Para ello, se realizaba la reaccién de PCR con diluciones seriadas del ADNc, de
forma que al representar el ciclo umbral (C;) de cada muestra frente al logaritmo en base 10
de la dilucion usada (1/2,5; 1/5; 1/25, etc) se obtenia una linea recta cuyo valor de la
pendiente mostraba la eficiencia de la reaccién. Un valor de pendiente de -3,33 implica una
eficiencia del 100 %, por lo que cuanto mas proximo a dicho valor se encuentre, mayor

fiabilidad tendra el ensayo con los cebadores utilizados.
Para calcular la eficiencia (E) de un ensayo de RT-qPCR se utiliza la siguiente formula:

E = (10—1/pendiente _ 1) X 100

2.2.2.3.2- Analisis de cuantificacion relativa: Método comparativo Cr.

El método de cuantificacién utilizado fue el de cuantificacidn relativa, que se basa en la
expresion relativa del gen de interés (gen diana) respecto a un gen control de referencia cuyos
valores de expresidon no cambian en ninguna condicion experimental. Son genes constitutivos

o Housekeeping (Thellin, O.y col., 1999).

Los niveles de expresidon se determinaron mediante el método del C; comparativo
(Método AAC;) (Livak, K.J. y Schmittgen, T.D., 2001), que compara el valor de C; del gen de
interés y el del gen de referencia, en las condiciones estudiadas. Para llevar a cabo este
método, la eficiencia (E) de la amplificacién del gen diana y del gen de referencia debe ser

aproximadamente la misma.

Este método constituye uno de los mas utilizados para obtener cuantificaciones rdpidas
de muchos genes. El valor del ‘Fold Change’ (FC) muestra el incremento o disminucién de la
expresion del gen diana en las condiciones estudiadas (muestra de estudio) frente a las
condiciones control (muestra calibrador). Para obtener el valor de FC, se llevan a cabo los

calculos descritos a continuacion:
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A partir de los valores de C; proporcionados por el sistema para cada gen (gen diana y gen
de referencia) y en cada una de las condiciones (muestra de estudio y muestra calibrador) se

obtiene el valor AC; para cada muestra, segun la férmula:
AC; = C; (gen diana) — C; (gen de referencia)

Una vez obtenidos los valores AC; para cada condicién, se calcula el valor AAC; mediante

la férmula:
AAC; = AC; (muestra estudio) — AC; (muestra calibrador)

Finalmente, el valor de FC se calcula segun:

FC =2 (—=AACT)

Un valor de FC igual a 1, indica una expresion similar del gen diana en las condiciones
control y las condiciones de estudio; un valor menor de 1, indica una expresién menor del gen
diana, es decir, represiéon del gen de interés en la condicidon experimental de estudio; y un
valor mayor de 1, indica una expresion mayor del gen diana, es decir, induccién del gen de

interés en las condiciones de estudio.

2.3- MANIPULACION DE PROTEINAS.

2.3.1- Purificacion de membranas totales de levadura.

Para extraer las membranas totales de levadura, la cepa de interés se crecia en 100 mL de
medio YPD hasta saturacién. Las células se recogian mediante centrifugacion a 4.697 x g
durante 10 min y se lavaban dos veces con agua destilada. Tras la ultima centrifugacién, las
células se resuspendian con 4,5 mL de agua y se trataban con una solucién de detergentes e
inhibidores de proteasas (Tabla 24), a la que se afiadian bolas de vidrio (diametro de 0,5 mm)
frias y se resuspendian mediante un agitador, 5 veces durante 1 min cada una e incubando en
hielo entre una y otra, con el objetivo de llevar a cabo la rotura celular y solubilizacion de las
proteinas, impidiendo que se produjese la degradacién de las mismas. Posteriormente, se
afiadian 10 mL de GTED 20 (Tabla 25), y tras homogeneizarlo, se centrifugaban a 4.697 x gy 4
°C durante 10 min. El sobrenadante se decantaba con cuidado de no coger ninguna bola de

vidrio, y se centrifugaba a 32.146 x g en una Ultracentrifuga con rotor S-34 (Thermo Scientific™
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SS-34 Fixed Angle Rotor) durante 30 min. El precipitado de membranas crudas se resuspendia
entonces con 200 uL de GTED 20 (Tabla 25), se le afadia 1 pL de PMSF 100 mM y 1 uL de

guimostatina 5 mg/ mL, y se almacenaba a -80 °C.

Tabla 24. Composicion del tampdn de extraccion.

Tris/ HCl pH 8,0 800 mM
EDTA pH 8,0 80 mM
PMSF* 3 mM

Quimostatina** 20 mM

*Fluoruro de fenilmetilsulfonilo: inhibidor de proteasas de serina.

** ‘Chymostatin’: inhibidor de numerosas proteasas (quimotripsina, catepsina, etc)

Tabla 25. Composiciéon de GTED 20.

TrispH 7,6 10 mM
EDTA pH 8,0 1mM
Glicerol 10 % (p/v)
DTT* 1mM

*Ditiotreitol: se afiadia antes de usar.

2.3.2- Cuantificacion de proteinas.

La concentracidn de proteinas presente en los extractos de membranas totales obtenidos
se determind mediante el método Bradford (Bradford, M.M., 1976), utilizando el reactivo de

Bradford (Sigma) y albimina de suero bovino (BSA) como proteina patron.

Este ensayo se basa en el cambio de absorbancia a 595 nm que experimenta el colorante
Coomassie Brilliant Blue G-250 (presente en el reactivo de Bradford), al interaccionar con los
aminodcidos basicos y aromaticos de las proteinas. Asi, tras realizar una recta patrén con BSA,
se calculaba la concentracion de las proteinas presentes en los extractos de membranas
totales. Para ello, las muestras se disponian en una placa multipocillos y la absorbancia se
determinaba a 595 nm en el lector de placas BioTek® Power Wave XS2 (BioTek Instruments

Inc.).
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2.3.3- ENSAYO DE INMUNODETECCION DE PROTEINAS (WESTERN BLOT).

2.3.3.1-Electroforesis en condiciones desnaturalizantes de proteinas en geles de

poliacrilamida (SDS-PAGE).

La electroforesis de proteinas permite llevar a cabo la separacién de éstas en base a su
movilidad en un campo eléctrico. Esta técnica se realizd en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes, permitiendo asi separar las proteinas en base a su masa. El SDS
es un detergente aniénico que desnaturaliza las proteinas, eliminando las estructuras
secundaria y terciaria (sin alterar los puentes disulfuro), y las reviste de carga negativa de
forma proporcional a su masa, igualandose asi las cargas de todas las proteinas, por lo que la

separacion tiene lugar segun sus tamanos moleculares.

El rango de separacién de las proteinas en el gel viene dado por el porcentaje total de
acrilamida/bisacrilamida. Cuanto mas bajo sea el porcentaje, mejor se separan de proteinas de
gran tamafio. Por tanto, el porcentaje elegido en cada caso, dependia del tipo de muestra y el

peso molecular de la proteina de interés.

Para llevar a cabo la electroforesis, se siguid el método de electroforesis discontinua
(Laemmli, U.K., 1970), empleando un gel de apilamiento o concentracion (‘Stacking gel’) de pH
6,8 y un 5% (p/v) de acrilamida; y un gel de resolucién (‘Resolving gel’), de pH 8,8 y un

porcentaje de acrilamida variable entre el 8 y el 12 %.

La polimerizacién de los geles se llevd a cabo con PSA (persulfato aménico) a una
concentracion de 0,1 % (p/v) y TEMED como catalizador, al 0,01 % (v/v). En la Tabla 26, se

muestran los componentes de los distintos geles.

Tabla 26. Componentes de los geles ‘Stacking’ y ‘Resolving’ para la electroforesis SDS-PAGE.

Stacking gel Resolving gel

H,0 H,0

Mix acrilamida 30 %* Mix acrilamida 30 %*
Tris pH 6,8 1M TrispH 8,81,5M
SDS 10% SDS 10%

PSA 10% PSA 10%

TEMED TEMED

*30 % acrilamida/bis solution (Bio-Rad, EEUU).
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En los pocillos de los geles de poliacrilamida se cargaban las muestras con un total de 30
pug de proteina, que se sometian a condiciones reductoras con el fin de reducir los puentes
disulfuro y conseguir una desnaturalizacién total. Para ello, al tampdn Laemmli (Tabla 27) se le
anadia el agente reductor B-mercaptoetanol, y las muestras se calentaban a 60 °C durante 10

min, antes de su carga en el gel.
Transcurrido este tiempo, las muestran se cargaban en los pocillos del gel, sumergido en
el tampdn de electroforesis (Tabla 28). La electroforesis vertical se llevé a cabo a una corriente

constante de 25 mA por cada gel presente en la cubeta de electroforesis.

Tabla 27. Componentes del tampon Laemmli 1x.

Tris-HCI pH 6,8 375 mM
Glicerol 0,3 % (v/v)
SDS 1% (p/v)
Azul de bromofenol 0,15 % (p/v)

Tabla 28. Componentes del tampon de electroforesis.

Tris-HCl pH 8,3 25 mM
Glicina 192 mM
SDS 0,1 % (p/v)

Para identificar las bandas de distintos pesos moleculares, asi como para estimar la
evolucion de la electroforesis y la transferencia, se utilizaron los marcadores moleculares
coloreados comerciales Spectra™ Multicolor High Range Protein Ladder y PageRuler™ Plus

Prestained Protein, ambos de Thermo Scientific.

2.3.3.2-Transferencia de proteinas a membranas de PVDF.

Una vez separadas las proteinas mediante electroforesis se transferian a una membrana
de PVDF (Difluoruro de Polivinilideno) (Amersham Hybond™-P, GE Healthcare), un soporte
solido que une e inmoviliza las proteinas, permitiendo que se pueda detectar la posterior
hibridacion de un anticuerpo sobre ellas. Se llevé a cabo en un sistema de transferencia semi-

seco (Trans-Blot® SD Semi-Dry System, Bio-Rad).
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Terminada la electroforesis, el gel Stacking se eliminaba y el Resolving se incubaba en el
tampédn de transferencia (Tabla 29) durante 10 min. Mientras tanto, el papel de filtro especial
para transferencia (‘Extra thick blot paper’, Bio-Rad), se humedecia en el tampdn de
transferencia y se disponia en la base del sistema de transferencia, constituida por el anodo

(Figura 17).

Tabla 29. Composicion del tampdn de transferencia.

Tris-HCl pH 8,3 25 mM
Glicina 192 mM
Metanol 20 % (v/v)

A continuacién, se disponia el gel de electroforesis, y a continuacion de éste, la
membrana de PVDF tras sumergirla 30 segundos en metanol y 5 min en el tampdn de
transferencia. Por ultimo, se disponia otro papel de filtro, tras humedecerlo en el tampdn de
transferencia, y la tapa (Catodo) del sistema de transferencia, seguida de la cubierta de

proteccion del sistema (Figura 17). La transferencia se llevaba a cabo a 150 V durante 1 h.

Cubierta

Catodo

Papel de filtro
Gel
Membrana
Papel de filtro

Anodo
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Figura 17. Detalle de la composicion para llevar a cabo la trasferencia de proteinas del gel de
electroforesis a la membrana de PVDF, mediante la utilizacion de un sistema de transferencia semi-
seco. Figura modificada las instrucciones proporcionadas por el Bio-Rad, del sistema ‘Trans-Blot® SD
Semi-Dry System’.

2.3.3.3-Inmunodeteccion de proteinas (INMUNOBLOT).

El primer paso para la inmunodeteccién de proteinas transferidas a la membrana de
PVDF, consistia en el bloqueo de la membrana con leche desnatada en polvo al 5 % (p/v) en
tampon TBST (Tabla 30), durante 1h y a temperatura ambiente, con el objeto de reducir los
lugares de unidn no especificos al anticuerpo. Posteriormente, la membrana se incubaba con
el anticuerpo primario a la concentracién adecuada, en una disolucidn de leche en polvo al 5 %

(p/v) en TBST, durante 14 ha 4 °C.

Tabla 30. Composicién del tampdn TBST.

Tris-HCl pH 7,5 200 mM
NaCl 225 mM
Tween®20 0,1 % (v/v)

A continuacién, se lavaba la membrana para eliminar el exceso de anticuerpo primario,
con solucién de leche en polvo al 5 % (p/v) en TBST, llevando a cabo 3 lavados sucesivos de 10
min cada uno. Tras el ultimo lavado, se incubaba la membrana con el anticuerpo secundario
anti-lgG, conjugado con peroxidasa de rabano, a la concentracidon adecuada, durante 1 h a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se realizaban 3 lavados sucesivos de la

membrana con leche en polvo al 5 % (p/v) en TBST.

La deteccion del anticuerpo se llevé a cabo utilizando el sustrato quimioluminiscente
SuperSignal™ West Pico PLUS (Thermo Scientific); y la deteccion de la sefial
quimioluminiscente, mediante la utilizacién del sistema Amersham™ Imager 600 (GE

Healthcare).

En esta Tesis Doctoral el Unico anticuerpo primario utilizado ha sido Anti-HA, de Sigma-
Aldrich; y el anticuerpo secundario fue Anti-lg G Rabbit HRP conjugado. Ambos anticuerpos se
utilizaron a una concentracion de 1/5.000, concentracion seleccionada tras llevar a cabo

pruebas de deteccidn con distintas concentraciones de los mismos.
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2.3.4- Ensayo de fosforilacion in vitro de proteinas.

El ensayo de fosforilacién in vitro realizado en esta Tesis Doctoral fue llevado a cabo por el

grupo del Dr. Quintero, en el centro IBVF del CSIC (Sevilla).

Las proteinas fusionadas a la Glutation S-transferasa (GST) se expresaron y purificaron de
E. coli. Para cada reaccién de fosforilacion se mezclaron aproximadamente 200 ng de quinasa
con la cantidad indicada de sustrato y tampdn de fosforilacion (Tris-HCl pH 8,5 20 mM, MgCl, 5
mM, CaCl, 0,1 mM, ditiotreitol (DTT) 1 mM), la reaccién se inicié con la adicién de ATP 0,2 mM
con 1 uCi de [y-32P] ATP en un volumen final de 30 puL. La mezcla de reaccion se incubd
durante 30’ a 30 °C, tras lo cual se detuvo afiadiendo 10 pL de tampdn de Laemmli 4X (Tabla
27). La reaccidn se calentd a 95 °C durante 1’, y se cargaron 10 pL de solucion en un gel de SDS-
PAGE. Tras la resolucion del gel, se procedid a su tincion y secado, tras lo cual se expuso a una

pelicula de radiografia durante un tiempo variable, dependiendo de la reaccién.

2.3.5- Ensayos de interaccion in vivo de proteinas.

2.3.5.1- Ensayo de doble hibrido en levadura.

El sistema de doble hibrido en levadura (Y2H, del inglés ‘Yeast Two-Hybrid’) es un método
in vivo de deteccién de interaccion de proteinas, basado en la coexpresidon de dos proteinas
quiméricas en S. cerevisiae fusionadas a las proteinas de estudio, cuya interaccion reconstruye

la proteina quimérica, que es un factor de transcripcion (Fields, S. y Song, O.K., 1989).

El factor de transcripcidn GAL4 se divide en un dominio de unidén al ADN, denominado BD
(‘Binding Domain’); y un dominio de activacion, AD (‘Activating Domain’) y las dos proteinas de
estudio, denominadas cebo y presa, se fusionan cada una a uno de los dominios de GAL4

(Figura 18A).

Si hay interaccion entre las proteinas bajo estudio, se produce la reconstruccidon de GAL4,
que se une especificamente a la secuencia UAS (‘Upstream Activating Sequence’) del promotor

de los genes seleccionables histidina (HIS3) y uracilo (URA3), activando su expresiéon (Figura
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18B). La activacién de la expresidon de estos genes permite el crecimiento de la levadura en
ausencia de estos compuestos en el medio de cultivo, lo que confirmaria que las proteinas

interaccionan entre si.

Presa

Figura 18. llustracion del método de doble hibrido en levadura. A) Proteinas de estudio, cebo y presa,
fusionadas a los dominios de GAL4, BD y AD, respectivamente. B) Representacién de la activacion de la
expresion de los genes reporteros HIS3 y URA3, si las proteinas de estudio interaccionan entre si. BD,
‘Binding Domain’; AD, ‘Activating Domain’; UAS, ‘Upstream Activating Sequence’. Figura modificada de
Xing, S.P. y col., 2016.

Para llevar a cabo el ensayo de doble hibrido en levadura fue necesaria la utilizacion del

kit comercial ProQuest™ Two-Hybrid System (Cat. PQ10001-01, Invitrogen).

En el Anexo 7 se detalla la generacidn de las construcciones para el ensayo de doble

hibrido realizado en esta Tesis Doctoral.

Las construcciones se transformaban en la cepa de S. cerevisiae MaV203 proporcionada
por el kit comercial, que reune las caracteristicas genotipicas necesarias para realizar el
ensayo. El crecimiento de las células transformadas en un medio SD carente de los
aminodcidos leucina, triptéfano e histidina con distintas concentraciones del compuesto 3-
amino-1, 2, 4-triazol (3AT), indicaria interaccion entre los dominios de AtHAKS fusionados a los
dominios de la proteina GAL4. El crecimiento en medio SD en ausencia de leucina, triptéfano, y

uracilo indicaria que la interaccién era fuerte.
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Para maximizar la sensibilidad del gen reportero HIS3, la cepa MaV203 expresa un nivel
basal de HIS3. El gen HIS3 codifica una enzima implicada en la biosintesis de la histidina, que es
inhibida especificamente por el compuesto 3AT. Al afadir este compuesto al medio de
crecimiento que carece de histidina, se permite la deteccidn de la expresidon de este gen

incluso al darse interacciones débiles entre las proteinas de estudio.

2.3.5.2- Ensayo de Complementacion Bimolecular Fluorescente (BiFC).

La técnica de Complementacion Bimolecular Fluorescente (BiFC) permite la deteccién in
vivo de interacciones entre dos proteinas, basada en la interaccion entre dos mitades de una
proteina fluorescente, fusionados a las dos proteinas de estudio, de forma que, si las proteinas
interaccionan, se reconstruye la proteina fluorescente, emitiéndose fluorescencia. Esta técnica
permite la reconstruccion de la proteina fluorescente respetando su localizacién y expresion,

de forma muy parecida a la proteina nativa (Kerppola, T.K., 2006a; Kerppola, T.K., 2006b).

La proteina fluorescente utilizada para este estudio en esta Tesis Doctoral ha sido YFP
(‘“Yellow Fluorescence Protein’), cuya excitacién se produce a 514 nm y su emisién a 530-550
nm. Los vectores utilizados en esta Tesis Doctoral para realizar el ensayo de BiFC se recogen en

el Anexo 2. La generacion de las construcciones, se detalla en el Anexo 8.

Se ha utilizado la cepa GV3101 de A. tumefaciens para llevar a cabo la infiltracion de N.
benthamiana. Los transformantes GV3101 se co-infiltraron con la cepa p19 en hojas de N.
benthamiana de 5 semanas, tal como se describe en el apartado 2.1.3.3.1. Alos 2 y a los 3 dias
de la infiltracidn, se tomaban imdagenes de cortes de hojas tratadas, mediante la utilizacién de
un microscopio Confocal Leica SP8 utilizando el laser de argén de 514 nm vy el objetivo de

inmersidn en aceite PL APO 63X/ 1.4 AN.

2.4- ANALISIS BIOINFOMATICO.

2.4.1-Herramientas bioinformaticas.

Para acceder a la informacién actualizada de secuencias, se han utilizado diferentes

recursos web, entre los que se encuentran: TAIR (Http://www.arabidopsis.org), para la
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informacidon sobre A. thaliana; Sol Genomics (Http://www.solgenomics.net), sobre S.

lycopersicum; NCBI (Http://www.ncbi.nlm.nihgov) , UniProt (Http://www.uniprot.org), y T-ADN

Express (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress).

Para el manejo de secuencias de acidos nucleicos y proteinas se han utilizado las
herramientas bioinformaticas presentes en el paquete DNA Star (DNASTAR, Inc. Madison),

destacando la utilizacién de SeqBuilder y SegMan Pro.

Se recurrid al portal ExPASy (https://www.expasy.org/), que proporciona herramientas y

bases de datos de diferentes categorias cientificas como protedmica, gendmica, filogenia,

biologia de sistemas, etc.

La herramienta BLAST (‘Basic Local Alignment Search Tool’), disponible en

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, se utilizaba para la busqueda de regiones similares

entre secuencias, con el objetivo de encontrar genes o proteinas homdlogas entre especies o
relaciones evolutivas entre secuencias, asi como para identificar miembros de una misma
familia de genes. Para ello, el programa compara una secuencia dada con la base de datos de

que dispone, y calcula la significancia estadistica de los resultados obtenidos.

Para llevar a cabo el alineamiento de multiples secuencias, se utilizaba la herramienta

CLUSTAL-Omega, disponible en el servidor online: https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ .

Para el disefio de cebadores se utilizé el programa Primer3, teniendo en cuenta ciertas
precauciones generales como evitar apareamientos intramoleculares, confirmar la ausencia de
secuencias complementarias entre los extremos 3’ de cada pareja de cebadores, que
presentaran T, (Temperatura de ‘melting’) similares en si, y contenidos de C/G y A/T
intermedios. Los pedidos se realizaban a la empresa Biotest Diagnosticos, S.L (Valencia,

Espafia).

2.4.2-Ensayo de RNA-seq.

Se ha llevado a cabo un ensayo de RNA-seq en plantas de tomate, cultivar Boludo, con el
objetivo de identificar y analizar transcritos expresados diferencialmente en la raiz, parte aérea
y fruto de plantas de tomate ayunadas de K*. En la Figura 19 se muestra el esquema de trabajo

llevado a cabo desde el cultivo de las plantas hasta el analisis de la expresidn de transcritos.
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Figura 19. Esquema de trabajo del ensayo de RNA-seq. Se cultivaron plantas de tomate (1), para
realizar un ensayo de RNA-seq con plantas sin ayunar (control) y ayunadas de K* (2). Se extrajo el ARN
de raiz (R), parte aérea (PA) y fruto (F) de las muestras y se llevd a cabo la secuenciaciéon por una
empresa externa (4). Las lecturas ‘crudas’ obtenidas se analizaron con herramientas bioinformaticas (5)
para la estimacién de la expresion diferencial de transcritos en las muestras ayunadas de K* respecto a
las no ayunadas. El analisis de los transcritos obtenidos (6) conlleva la realizacion de distintos abordajes.

2.4.2.1- Cultivo de las plantas.

El plan de trabajo consistid en el cultivo de tomate (S. lycopersicum) cultivar Boludo, en
una camara de cultivo de condiciones controladas y éptimas de luz, temperatura y humedad
(fotoperiodo de 16/8h dia/noche; intensidad luminica 500 pmol m? s, humedad del 60 % Y
temperatura de 25 °C). Transcurridos 10 dias desde la germinacidn de las semillas y su siembra
en vermiculita (Materiales y Métodos apartado 1.3.2.1), las plantas se transfirieron a cultivo
hidropdnico en contenedores de 17 litros de capacidad, que contenian solucién de 1/5 de

Hoagland modificada (Figura 20).
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Figura 20. Cultivo hidropdnico de plantas de tomate cultivar Boludo en contenedores de 17 litros con

solucion 1/5 de Hoagland modificada, con las condiciones de luz, temperatura y humedad
controladas.

2.4.2.2- Ensayo de determinacion de la absorcion de K+ en el rango de alta afinidad.

Las plantas crecieron en la solucién control durante 7 dias vy, transcurrido este tiempo, la
mitad de las plantas siguieron en solucidn control (plantas control) y la otra mitad se

transfirieron a solucién 1/5 de Hoagland modificada sin K* (plantas —K) (Figura 21).

Con el objetivo de asegurar que las raices estaban ayunadas de K*, se llevd a cabo un
ensayo de desaparicion de K" del medio externo en el rango de alta afinidad (Materiales y
Métodos apartado 2.1.2.2.2). Este experimento se realizé con plantas sometidas a 3, 5y 7 dias

de ayuno de K" (Figura 21).
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Figura 21. Cronologia del cultivo de las muestras de tomate cultivar Boludo, desde la germinacion de
las semillas, hasta la realizaciéon de las distintas determinaciones, distintas para cada una de las
muestras M0, M1, M2, M3 y M4. Se cosecharon 3 repeticiones por cada tratamiento, del 1 al 3 las
plantas control, y del 4 al 6 las plantas ayunadas de K*. ‘SN’ significa ‘Solucién Nutritiva’. ‘C’, hace
referencia al cultivo en solucién 1/5 de Hoagland (control); y ‘—K’, al cultivo en 1/5 de Hoagland sin K".

Concluido cada ensayo, se cosecharon las muestras para llevar a cabo distintas
determinaciones. Se denominaron MO a las muestras con 17 dias de edad, que fueron
cosechadas antes de aplicar los tratamientos; M1 a las muestras cosechadas a los 3 dias de
tratamiento; M2 a las muestras con 5 dias de tratamiento; M3 a las muestras con 7 dias de
tratamiento; y finalmente, se denominaron M4 a las muestras sometidas a 12 dias de

tratamiento (Figura 21).

Todas las raices de las plantas sometidas a ayuno de K*, tanto a 3 dias como a 5y 7 dias,
mostraron absorcién de K* de alta afinidad asociada al transportador SIHAK5, por lo se decidié
llevar a cabo extraccion de ARN y posterior secuenciacion para el analisis transcriptomico, de
la parte aérea y raiz de las plantas sometidas a 5 dias de ayuno de K" (M2). Los frutos para el
analisis transcriptémico se recolectaron de las muestras M4, que tenian 30 dias de edad y

estuvieron sometidas a un total de 12 dias de tratamiento (Figura 21).
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2.4.2.3- Extraccion de ARN.

Tras cosechar la raiz (R), parte aérea (PA), y frutos (F) de las muestras seleccionadas, se
congelaron con N, liquido y se almacenaron a -80 °C. Transcurridos 5 dias, se llevé a cabo la
extraccion de ARN de las muestras mediante el Método de TRIzol, modificado de
(Chomczynski, P. y Sacchi, N., 1987), para lo cual se molieron y homogeneizaron con N,
liguido. En el caso del fruto, se juntaron 3 frutos para formar cada réplica biolégica. Todo el

procedimiento se llevd a cabo con material estéril y frio.

Se partié de 0,1 g de material vegetal al que se afiadid 1 mL de reactivo TRl Reagent®
(Sigma-Aldrich), se homogeneizé mediante agitacidn vigorosa, de 2 a 3 veces, durante 30
segundos cada una, y se centrifugd a 20.354 x g durante 10 minutos a 2-8 °C para eliminar el
material insoluble presente en la muestra. El sobrenadante se transfirié a un microtubo nuevo,
y se anadieron 200 pL de cloroformo. La mezcla se agitd vigorosamente durante 15 segundos y
se incubd 5 min a temperatura ambiente. A continuacidn, se volvié a centrifugar a 20.354 x g
durante 10 minutos a 2-8 °C, y se recogié la primera fase, correspondiente a la fase acuosa que
contenia el ARN. Se afiadieron 500 pL de alcohol isopropilico frio y se mezclé mediante
agitacion. Tras 5 min de incubaciéon a temperatura ambiente, se centrifugd a 20.354 x g
durante 10 minutos a 2-8 °C, quedando el ARN precipitado. Tras eliminar el sobrenadante, se
afiadié 1 mL de alcohol etilico al 75 %, se agitd vigorosamente y se centrifugd a 7.828 x g
durante 5 minutos a 2-8 °C. Una vez eliminado el sobrenadante, el ARN se resuspendié con 50

pL de tampdn (Tris-HCI pH 8,0 + 1 mM de EDTA).

Una vez obtenido el ARN, se trataba con la enzima DNAasa para asegurar la eliminacién
de ADN de las muestras. Para ello, se utilizd el kit comercial DNA-free™ (Applied

Biosystems/Ambion), siguiendo las instrucciones indicadas.

La concentracion y la calidad de las muestras de ARN se determinaron con el sistema

Nanodrop© ND-1000 Spectophotometer (Thermo Fisher Scientific).

2.4.2.4-Secuenciacion Illumina.

Las muestras de ARN fueron enviadas a la empresa de secuenciacién gendmica BGlI

(‘Beijing Genomics Institute’), encargada de llevar a cabo la construccion de las bibliotecas de
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ADNCc a partir de las muestras de ARN, y la posterior secuenciacion. La secuenciacion se realizd

mediante la plataforma Illumina HiSeq™ 2000 (lllumina Inc.).

El resultado de la secuenciacion masiva obtenido consistio en una gran cantidad de
lecturas pareadas (‘paired-end’) denominadas ‘lecturas crudas’, que constituyen el punto de
partida para el posterior procesamiento transcriptdmico. Las lecturas crudas se presentan en
formato Fastq, un formato utilizado para el almacenamiento de secuencias de nucleétidos o

péptidos, que ademas de la secuencia, contiene informacion sobre la calidad de la misma.

2.4.2.5- Analisis bioinformatico.

El procesamiento bioinformatico de las lecturas crudas obtenidas de la empresa BGlI, se
llevd a cabo durante una estancia de 3 meses en la Universidad de Nottingham, bajo la
supervisién del Profesor Malcolm Bennett. El procesamiento bioinformatico fue realizado en el
Centro ADAC (‘Advanced Data Analysis Centre’), Universidad de Nottingham, bajo la direccion

del Dr. Giles.

El esquema de trabajo realizado para el analisis bioinformatico de las muestras se recoge

en la Figura 22.
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Figura 22. Diagrama de flujo de los procesos llevados a cabo tras la secuenciacion. Los archivos de
‘salida’ de la plataforma Illumina (archivos fastq) son los archivos de ‘entrada’ para el alineamiento con
HISAT2, previo pre-procesamiento (‘limpieza’) de las lecturas. Tras ser ordenadas y alineadas con la
herramienta SAMTools, el archivo de ‘salida’ (BAM) es utilizado junto con el genoma de referencia, para
el ensamblaje mediante Stringtie. Con Ballgown se obtiene la estimacion de la abundancia de los FPKM
(‘Fragments per Kilobase per Milllion of reads mapped’).

2.4.2.5.1-Pre-procesamiento de las lecturas:

El primer paso consistidé en el analisis de la calidad de la secuenciacidn de las lecturas
mediante la  herramienta  bioinformatica FastQC, a través del servidor:

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc (Van Verk, M.C. y col., 2013). Esta

herramienta proporciona los datos que informan sobre la calidad de cada lectura.
Posteriormente, se utilizaron las herramientas Scythe

(https://github.com/vsbuffalo/scythe); y Sickle (https://github.com/najoshi/sickle) , que llevan

a cabo una filtracidn de las secuencias segun la calidad minima (Quality score >28). Estos pasos
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se consideran la ‘limpieza de las lecturas’. Una vez realizados, se volvié a verificar la calidad de

las secuencias resultantes con FastQC.

2.4.2.5.2-Alineamiento con el genoma de referencia.

Para llevar a cabo el alineamiento de las lecturas con el genoma de referencia, se utilizo el
programa HISAT2 (Kim, D. y col, 2015), de software libre y disponible en

http://www.ccb.jhu.edu/software/hisat/. HISAT2 (‘Hierarchical Indexing for Spliced Alignment

of Transcripts’) se basa en el algoritmo de Burrows-Wheeler.

Antes de ejecutar el programa, se llevé a cabo ‘el indexado del genoma’, que consiste en
construir el genoma a partir de archivos que contienen los sitios de ‘splicing’, exones y SNPs de

S. lycopersicum.

La secuenciacion mediante RNA-seq genera 5 tipos de lecturas de ARN (Figura 23):
lecturas de un exdn (Figura 23, a); lecturas de dos exones que abarcan muchos pares de bases
(>15 pb) de cada exdn (Figura 23, b); lecturas de dos exones que abarcan una longitud
intermedia (de 8 a 15 pb) de uno de los exones (Figura 23,c); lecturas de dos exones que
abarcan pocas pares de bases ( de 1 a 7 pb) de uno de los exones (Figura 23,d); y lecturas que

abarcan a mas de 2 exones (Figura 23, e).

o I
b N ---------—- -
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Figura 23. Tipos de lecturas generadas tras la secuenciacion RNA-seq. En amarillo, los exones; en gris,
los intrones; y en distintos colores, las posibles lecturas de la secuenciacion: en rojo, lectura que alinea
con un exén (a); en verde, lectura que alinea con dos exones, abarcando muchas pares de bases de
ambos (b); en naranja, lectura que alinea con dos exones, abarcando una longitud intermedia de uno de
los exones (c); en azul, lectura que alinea con dos exones, abarcando pocas pares de bases de uno de los
exones; y en lila, lectura que alinea con mas de dos exones. Figura adaptada de (Kim, D. y col., 2015).
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2.4.2.5.3-Unioén de transcritos.

Mediante el uso de SAMtools (Li, H. y col., 2009), las réplicas técnicas se ordenaron vy

unieron, obteniéndose un archivo de salida de tipo BAM (‘Binary Alignment Maps’).
2.4.2.5.4-Ensamblaje y estimacion de la abundancia.

Los transcritos fueron ensamblados en el genoma de tomate usando la herramienta
Stringtie (Pertea, M. y col., 2015), quedando almacenados en un archivo GTF (‘Gene Transfer
Format’). Esta herramienta también identifica la abundancia de los transcritos, basandose en
el coeficiente de correlacién de Spearman. El nimero de lecturas que se observa para cada
transcrito depende de diversos factores, como la profundidad en la secuenciacién, la longitud
del transcrito y su nivel de expresién. Para normalizar la estimacidn, los valores de expresion
para cada uno de estos se midieron en FPKM (en inglés, ‘Fragments Per Kilobase per Million

reads mapped’) (Mortazavi, A. y col., 2008), calculado a partir de la siguiente formula:
¢ 9
FPKM=—— X% 10
NXL
Donde:
C= conteo de cada isoforma.
N= conteo total de la muestra.

L= longitud del transcrito.

En la Figura 24, se ilustra la normalizacién por el valor FPKM, respecto al conteo de

lecturas.
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Figura 24. llustracion de la normalizacion del conteo de lecturas mediante el indice FPKM. Se muestran
transcritos de diferentes tamafios con distinta cobertura de lecturas (a la izquierda), el total de conteos
de lecturas para cada uno (en el medio) y la normalizacion mediante FPKM (a la derecha). Figura
modificada de Garber, M. y col., 2011.

2.4.2.5.5-Expresion diferencial.

Una vez cuantificada la expresion de los transcritos, se realizé el analisis de la expresién
diferencial, que consistid en la identificacion de las isoformas que presentaban un cambio en
su expresidn entre las condiciones experimentales estudiadas (es decir, por ayuno de K). La
estimacion de la expresion diferencial de los transcritos se llevd a cabo con la herramienta

Ballgown (Frazee, A.C. y col., 2014), disponible en: https://github.com/alyssafrazee/ballgown,

y la unidad de medida de expresién fue FPKM. Los valores de expresidn se presentaron como

Log, de ‘Fold Change’, calculado en base al nimero de FPKM para cada condicién estudiada.

2.4.2.6- Analisis de los transcritos.

Con el fin de obtener informacidn sobre los transcritos expresados diferencialmente, se

utilizdé la herramienta bioinformatica PLAZA (https://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/), un

servidor online que centraliza los datos gendmicos producidos por diferentes iniciativas de
secuenciacién de genomas, e integra los datos de secuencias de plantas y métodos gendmicos
comparativos, proporcionando una plataforma en linea para realizar andlisis evolutivos y

mineria de datos.
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Materiales y Métodos

Para analizar un conjunto de genes dados, PLAZA ofrece numerosos archivos asociados a
estos genes, como las secuencias nucleotidicas y proteicas, la obtencidon de los términos GO
(‘GO terms’), el calculo de los términos GO sobre-representados e infra-representados (‘GO

enrichment’), y la identificacidn de genes ortdlogos en la especie A. thaliana.

2.5- ANALISIS ESTADISTICO.

Los analisis estadisticos se realizaban con el programa SPSS Statistics v.25 para Windows
(IBM Corporation). La comparacidn entre valores medios se realizd mediante el Test de Tukey
utilizando un p-valor menor de 0,05, como probabilidad de corte indicativa de diferencias

significativas y de acuerdo con el disefio experimental de cada ensayo.
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Numerosos estudios indican que las vias de sefializacidén de las respuestas de las plantas a
la disponibilidad de los distintos nutrientes estan interconectadas (Hammond, J.P. y White,
P.J., 2008; Amtmann, A. y Blatt, M.R., 2009; Wang, Y.y Wu, W.-H., 2013). Estas conexiones han
sido estudiadas a diferentes niveles (Wang, Y.-H. y col., 2002; Schachtman, D.P. y Shin, R,
2007; Shin, R., 2011; Tsay, Y.-F. y col., 2011) y se considera que existe una respuesta general a

la deficiencia de nutrientes.

La tasa de absorcion de un nutriente a menudo es determinada por la tasa de crecimiento
de la planta, la cual depende del estado nutricional general de la misma (Walker, R.L. y col.,
2001). Por tanto, la ausencia de un nutriente determinado puede llevar a la disminucion de la

absorcion de otros nutrientes.

1- CARACTERIZACION DE LA ABSORCION DE K+ DE BAJA AFINIDAD Y
TRANSLOCACION DE K+ EN CONDICIONES DE DEFICIENCIAS NUTRICIONALES.

Las células de las raices de las plantas perciben la concentracidn externa de K" y emplean
el mecanismo de absorcion de K" apropiado para captarlo segiin la concentracidn externa del
mismo. Como ya se ha comentado en el apartado de Introduccidn, los estudios llevados a cabo
en Arabidopsis han mostrado que la absorcion de K' de baja afinidad estd mediada
fundamentalmente por el canal de K* AKT1, siendo éste el sistema de absorcién més relevante
a concentraciones externas de K superiores a 0,5 mM. La circulacién de K* desde la raiz a la
parte aérea se lleva a cabo a través del xilema (Poirier, Y. y col., 1991; Engels, C. y Marschner,
H., 1992; Park, J. y col., 2008) y en este transporte, el canal rectificador de salida dependiente

de voltaje denominado SKOR es una pieza fundamental (Gaymard, F. y col., 1998).

En este apartado, se describe un ensayo realizado tanto en la planta modelo Arabidopsis
(A. thaliana) como en una especie importante a nivel agroalimentario como es el tomate (S.
lycopersicum), en el que se estudia coémo afecta la falta de NO3, PO,* y SO,> a la absorcidn de

K" de baja afinidad y en su translocacion a la parte aérea.
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1.1-EFECTO DEL AYUNO DE NOs-, DE PO43- O DE SO42- SOBRE LA ABSORCION DE K* DE
BAJA AFINIDAD EN PLANTAS DE ARABIDOPSIS.

El ensayo en Arabidopsis se llevd a cabo con el ecotipo Columbia (Col-0). Se utilizé la linea
silvestre y los mutantes nulos en los sistemas de absorcidn y translocacion de K*, AKT1 y SKOR.
Se ha descrito que la falta del canal AKT1 puede verse compensada por la sobreexpresién del
sistema de entrada de K* de alta afinidad AtHAKS (Rubio, F. y col., 2010). Por ello, para evitar la
posible interferencia de AtHAKS en estos estudios, en lugar de utilizar el mutante simple akt1-

2, se utilizé el doble mutante hak5-3 akt1-2.

Las semillas de las plantas fueron esterilizadas y germinadas en las condiciones descritas
en Materiales y Métodos (MyM), apartado 1.3.1.1.1. Tras su cultivo durante 30 dias en
solucién 1/5 de Hoagland modificada (MyM, apartado 1.3.1.1.2), las plantas se sometieron a
los distintos tratamientos de deficiencias de nutrientes (que denominamos —K, -N, -P y -S)

durante 7 dias (Tabla 31).

Tabla 31. Concentraciones de K*, NO;, PO43' y 5042' en las soluciones utilizadas para los distintos
tratamientos. El NO; se afadié en forma de Ca (NOj3),-4H,0; para formular la disolucién —N, este
compuesto fue sustituido por CaCl,-2H,0. El PO43’ fue afiadido como Ca (H,P0,),-H,0; para formular la
disolucion —P, este compuesto fue sustituido por CaCl,-2H,0. El 5042' fue afiadido como MgS0,-7H,0;
para formular la solucidn -S, este compuesto fue sustituido por MgCl,-6H,0.

Tratamiento’ K* (mM) NO; (mM) PO,* (mM) SO,” (mM)
Control 0,5 2,8 0,2 0,35

K 0 2,8 0,2 0,35

-N 0,5 0 0,2 0,35

-P 0,5 2,8 0 0,35

-S 0,5 2,8 0,2 0

1.1.1- Efecto sobre la capacidad de absorciéon de K+.

Para caracterizar la capacidad de absorcion de las raices de las plantas sometidas a los
distintos tratamientos, las plantas se transfirieron a contenedores con solucion 1/5 Hoagland

modificada sin K*, suplementada con 1,4 mM de RbCl (MyM, apartado 2.1.2.1.1).
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La tasa de absorcién de Rb" se calculé como el Rb* total acumulado en la planta por gramo
de peso seco de raiz y unidad de tiempo. Como se puede observar en la Figura 25, la tasa de
absorcion de Rb* fue mayor en la linea silvestre que en el doble mutante athak5-3 akt1-2 en
todos los tratamientos estudiados; y en ambas lineas, la deficiencia de NOj, PO, 0 SO,*
produjo a una menor tasa de absorcién de Rb" respecto al tratamiento control. Esto significa
que la absorcién de K* a una concentracién externa correspondiente al rango del sistema de

entrada de baja afinidad (1,4 mM) se reduce cuando hay deficiencia tanto de NO3;, como de

PO,> 0 S0O,%.
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Figura 25. Tasa de absorcién de Rb* por raices de Arabidopsis WT (barras gris claro) y athak5 akt1-2
(barras gris oscuro) tras ser sometidas durante 7 horas a 1.4 mM de RbCl y expuestas a diferentes
deficiencias nutricionales durante 7 dias. Los valores del flujo de Rb" se calcularon como la variacién en
la concentracién interna de Rb* por gramo de peso seco de raiz y unidad de tiempo. Se muestra la media
de 6 repeticiones y las barras con diferentes letras muestran valores significativamente diferentes a
P<0,05 segun el Test de Tukey.

121



Resultados y Discusion: Capitulo 1

1.1.2- Efecto sobre la translocacion de K+.

La tasa de translocacién de Rb" se calculé como el contenido total de Rb* acumulado en la
parte aérea por gramo de peso seco de raiz y unidad de tiempo (Figura 26). De igual forma que
la absorcion de Rb", la translocacién de Rb* se ve afectada tanto en la linea WT como en la
athak5-3 aktl1-2 por la deficiencia de estos nutrientes, excepto en ausencia de S0,%, donde la

linea athak5-3 akt1-2 no presenté diferencias significativas respecto al tratamiento control.
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Figura 26. Tasa de translocacién de Rb* a la parte aérea de plantas de Arabidopsis WT (barras gris
claro) y athak5 akt1-2 (barras gris oscuro) tras ser sometidas durante 7 horas a 1.4 mM de RbCl y
expuestas a diferentes deficiencias nutricionales durante 7 dias. La tasa neta de translocacién fue
calculada como el incremento total de Rb* en la parte aérea por gramo de peso seco de raiz y unidad de

tiempo. Se muestra la media de 6 repeticiones y las barras con diferentes letras muestran valores
significativamente diferentes a P<0,05 segun el Test de Tukey.

Para profundizar en el estudio de los mecanismos de translocacion de K que pueden
verse afectados por la deficiencia de nutrientes, se repitid el ensayo utilizando el mutante

skor-1 (Gaymard, F. y col., 1998). Como se observa en la Figura 27, la tasa de translocacidn que

122



Resultados y Discusion: Capitulo 1

presentd este mutante también disminuyé tras someter a las plantas a las distintas

deficiencias de nutrientes.
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Figura 27. Tasa de translocacion de Rb* a la parte aérea de plantas de la linea mutante skor-1 de
Arabidopsis, tras ser sometidas durante 7 horas a 1.4 mM de RbCl y expuestas a diferentes
deficiencias nutricionales durante 7 dias. La tasa neta de translocacion fue calculada como el
incremento total de Rb™ en la parte aérea por gramo de peso seco de raiz y unidad de tiempo. Se
muestra la media de 6 repeticiones y las barras con diferentes letras muestran valores
significativamente diferentes a P<0,05 segun el Test de Tukey.

1.1.3- Efecto sobre el crecimiento.

Los pesos secos de la parte aérea y la raiz de las plantas utilizadas en los experimentos de
absorcién y translocaciéon se representan en la Tabla 32. Se observa como el tratamiento —N
afectd significativamente el peso seco de tal forma que dio lugar a un aumento del peso seco
de la raiz y una disminucidn de la parte aérea (Figura 28). También se observa que la linea
athak5 akt1-2 mostré un peso seco de la raiz significativamente mayor que el de la linea WT.

Por otra parte, no se observa interaccidén entre los tratamientos y el genotipo.
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Tabla 32. Peso seco (PS) de raiz y parte aérea (mg) de las dos lineas de Arabidopsis sujetas a los
distintos tratamientos. Se representa la media de 6 repeticiones y el error estdndar. Los valores con la
misma letra en la misma columna no son significativamente distintos a P=0,05, segun el Test de Tukey.
NS indica ‘No Significativo’.

PS (mg)
Genotipo Tratamiento Raiz Parte aérea
WT Control 4,60 +0,38 34,13 +2,45
-N 6,38 £ 0,59 24,3+0,47
-P 5,98 £ 0,28 32,88 £ 0,97
-S 3,68 £ 0,56 29,00+1,68
athak5-3 akt1-2 Control 5,50+0,01 33,90+2,12
-N 8,02 +£0,39 23,48 + 0,86
-P 5,85+0,76 28,95 +0,29
-S 5,38+0,70 30,88 £1,52
Interaccién:
Tratamiento Control 5,05° 34,01°
-N 7,20° 23,89°
-P 5,92% 30,92°
-S 4,53 29,94
Genotipo WT 5,16 30,01
athak5-3 akt1-2 6,19 29,30
Anilisis de Varianza (Valor -F)
Tratamiento (T) 10,34 16,46
Genotipo (G) 8,07 0,55™

IxG 1,371"™ 1,31™
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CONTROL

Figura 28. Se muestran las partes aéreas de plantas de Arabidopsis tras 7 dias en los distintos
tratamientos.

1.1.4- Efecto sobre la concentracion de K+.

Se determinaron las concentraciones de los minerales presentes en los tejidos (MyM,
apartado 2.1.2.1.1.1). En cuanto a las concentraciones de K (Tabla 33), en la linea WT la
concentracién de K* fue significativamente mayor que en el doble mutante athak5-3 akt1-2,
tanto en parte aérea como en raiz. La falta de NO; llevd a una disminucién de la concentracion
de K* en la raiz mientras que aumentd en la parte aérea. La deficiencia de SO,> produjo una
disminucién significativa de la concentracién de K* en la parte aérea. El tratamiento -P no
produjo variaciones en la concentracién de K' respecto a las plantas cultivadas en solucién

control. No se observé interaccion entre los tratamientos y el genotipo.
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Tabla 33. Concentraciones de K* (mg-gPS'l) en raiz y parte aérea de las dos lineas de Arabidopsis
sujetas a los distintos tratamientos. Se representa la media de 6 repeticiones y el error estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas al 95 % (P< 0,05) segun el Test de Tukey. El andlisis de la
varianza se ha llevado a cabo sobre un disefio factorial. “*’, “**’ y “*** indican efecto significativo a P<
0,05, 0,01 y 0,001, respectivamente. ‘ns’ indica que no hay efecto significativo al 5 %.

[K'] (mg gPS™)

Genotipo Tratamiento Raiz Parte aérea
WT Control 62,93+2,11 42,25+0,87
-N 51,58 +2,21 44,23+1,01
-P 64,48 £4,14 40,94+1,94
-S 70,09+3,78 36,29+0,89
athak5-3 akt1-2 Control 53,08+1,85 31,83+1,22
-N 4535+1,36 39,37+0,79
-P 52,25+4,45 32,65+0,47
-S 59,36+ 0,34 25,96 + 0,90
Interaccién:
Tratamiento Control 58,09" 37,04
N 48.47° 41,80°
-P 58,37 36,79"
-S 64,72 31,12°
Genotipo WT 62,27 40,93
athak5-3 akt1-2 52,51 32,45
Anadlisis de Varianza (Valor F)
Tratamiento (T) 10,03 32,247
Genotipo (G) 21,98 121,32
TXG 0,40™ 2,86™

1.1.5- Efecto sobre la transcripcion de los genes AKT1 y AtSKOR.

Algunos estudios muestran que la ausencia de un nutriente conlleva cambios en Ia
transcripcién de genes implicados en el transporte de otros nutrientes (Maathuis, F.J.M. y col.,
2003; Wang, Y.-H. y col., 2002; Nikiforova, V. y col., 2003). Por ello, se estudid el efecto de las
deficiencias nutricionales aplicadas sobre la expresion de los genes AKT1 y SKOR, que codifican

los principales sistemas de entrada y translocacién de K* en las condiciones bajo estudio.

Se procedid a la extraccidon de ARN y sintesis de ADNc (MyM, apartados 2.2.2.1y 2.2.2.2),
para asi cuantificar los niveles de ARN mensajero de los genes AKT1 y SKOR mediante PCR en
tiempo real (RT-qPCR) (MyM apartado 2.2.2.3). En este estudio se afiadieron plantas ayunadas

de K%, que sirvieron como control del comportamiento de estos genes. Como gen de
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referencia, se utilizd el gen de la actina AtACT2, cuya secuencia se recoge en el Anexo 2. Los
datos de expresion se formularon en base al método comparativo de C; (MyM, apartado
2.2.2.3.2). Las plantas WT tratadas en la solucién nutritiva completa (control) se utilizaron
como muestra calibrador para el resto de niveles de expresién obtenidos en los tratamientos

de estudio.

En la Figura 29 se observa la respuesta transcripcional de AKT1 (solamente en la linea WT)
y de AtSKOR (en WT y athak5-3 akt1-2) ante la falta de K*, NO3, PO,> y SO,>. Se observé una
represiéon del gen AKT1 en la planta silvestre bajo todas las deficiencias nutricionales, excepto
en ausencia de K (Figura 29A). Esta falta de respuesta de AKT1 al ayuno de K" observada en
esta Tesis Doctoral esta de acuerdo con resultados previos (Pilot, G. y col., 2003a; Lagarde, D. y
col., 1996). En cuanto a la respuesta del gen AtSKOR, su expresion fue menor en todos los
tratamientos comparados con el control, tanto en WT como en el doble mutante athak5-3

akt1-2 (Figura 29B).
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Figura 29. Niveles de expresion de AKT1 y AtSKOR en respuesta a las distintas deficiencias
nutricionales. Mediante PCR en tiempo real se determinaron los valores de expresion relativa del gen
AKT1 (A) y AtSKOR (B) en las plantas de WT (barras gris claro) y hak5-3 akt1-2 (barras gris oscuro) tras el
tratamiento en las distintas deficiencias nutricionales, respecto a las plantas control (cultivadas en
solucién nutritiva completa). Los niveles de expresidon se muestran como el Log, de Fold Change en los
genes estudiados respecto al gen AtACT2 (control de referencia), y respecto a la muestra calibrador
(muestra WT cultivada en solucién control) segin el método comparativo del C;. Se representa la media
de tres repeticiones. Las barras con diferentes letras muestran diferencias significativas a P< 0,05 segun
el Test de Tukey. 'ns’ indica valor ‘no significativo’
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1.2- EFECTO DEL AYUNO DE NO3, PO, 3- 0 SO4> SOBRE LA ABSORCION DE K* DE BAJA
AFINIDAD EN PLANTAS DE TOMATE.

Para llevar a cabo este estudio en tomate se utilizé el cultivar Micro-Tom. Las semillas de
las plantas fueron esterilizadas y germinadas en las condiciones descritas en MyM, apartado
1.3.2.1.1. Tras su cultivo durante 15 dias en solucién 1/5 de Hoagland modificada las plantas se

sometieron a los distintos tratamientos durante 7 dias (Tabla 34).

Tabla 34. Concentraciones de K*, NO3, P043'y 5042' en las soluciones utilizadas para los distintos
tratamientos. El NO; se afadié en forma de Ca (NO3),-4H,0 que para formular la disoluciéon —N fue
sustituido por CaCl,-2H,0. El PO43’ fue anadido como Ca (H,P0,),-H,0 que para formular la disolucion —P
fue sustituido por CaCl,-2H,0. El 5042' fue afiadido como MgS0,-7H,0 que para formular la soluciéon =S
fue sustituido por MgCl,-6H,0.

Tratamiento” K" (mM) NO; (mM) PO,* (mM) SO,> (mM)
Control 1,4 2,8 0,2 0,35

-K 0 2,8 0,2 0,35

-N 1,4 0 0,2 0,35

-P 1,4 2,8 0 0,35

-S 1,4 2,8 0,2 0

1.2.1- Efecto sobre la absorcion de K+.

Para caracterizar la capacidad de absorcion de K de las raices de las plantas sometidas a
los distintos tratamientos, se llevé a cabo un ensayo de desaparicion de K* del medio externo,

en condiciones de baja afinidad (MyM, apartado 2.1.2.2.1).

Se tomaron muestras de la solucidn externa cada 3 h durante 9 h y mediante
espectrometria de absorcidon atémica (EAA) se determind la concentracion de K* en cada
muestra. La tasa de absorcion de K* se calculd a partir de la desaparicién del K™ en la solucién
externa. En la Figura 30 se representa un ejemplo de las curvas de desapariciéon de K* de la

solucidn externa en funcién del tiempo.
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Figura 30. Curvas de desaparicion de K de una solucién externa con raices de plantas de tomate
ayunadas de NOj, PO,> o SO,”. Las plantas crecidas en solucidn nutritiva completa (control) se
ayunaron de NO; (circulos blancos), PO,> (tridngulos negros) y S0~ (triangulos blancos) o siguieron en
la solucién control (circulos negros) durante 7 dias. Posteriormente se transfirieron a una solucidn
nutritiva completa con 1,4 mM de K* de la que se tomaron muestras a distintos tiempos para medir la
concentracién de K*. Se representan las concentraciones de K de la solucién externa a las raices frente

al tiempo.

El flujo neto de absorcion de K* se calculé como la variaciéon de K en la solucién externa
por gramo de peso seco de raiz y unidad de tiempo (Figura 31A). Observamos que la mayor
capacidad de absorcion de K’ la presentan las plantas sometidas al tratamiento control
mientras que la falta de cualquiera de los nutrientes estudiados produce una disminucién de la

absorcion de K'del 51 %, del 47 % y del 67 % en los tratamientos —N, -P y =S, respectivamente.

A diferencia de Arabidopsis, en tomate no existen lineas mutantes nulas en el gen LKT1,
homdlogo a AKT1, y muy posiblemente responsable mayoritario de la entrada de K" de baja
afinidad en las plantas de dicha especie. Por ello, para profundizar en la caracterizacién de los
sistemas que median la absorcién de K* en plantas de tomate en las condiciones utilizadas en
este ensayo, se determiné la absorcidon de K* en presencia de 1 mM de Cs’, inhibidor del canal

AKT1 (Amtmann, A. y Sanders, D., 1999) y también LKT1 (Hartje, S. y col., 2000).
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+

La tasa de absorcidn de K* se calculéd como el porcentaje de absorcién en ausencia de Cs
(Figura 31B) y los resultados mostraron que la presencia de Cs* reducia a niveles similares la
tasa de absorcidn de K* en todas las condiciones estudiadas, siendo esta reduccién del 44 %

para plantas control, del 50 % para el tratamiento —N, del 60 % para el —P y del 68 % para el -S.
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Figura 31. Tasa de flujo de K en las plantas de tomate expuestas en las diferentes deficiencias
nutricionales y efecto de la presencia de Cs'. (A) La tasa de flujo neto de K por las raices sometidas a
los distintos tratamientos se calculé como la variacién de la concentracidon externa de K por gramo de
peso seco de raiz y unidad de tiempo. (B) El experimento de desaparicion de K se repitié con plantas en
solucién externa con 1,4 mM de K' y presencia de 1 mM de Cs'. El flujo de K* en presencia de Cs' se
calculé como el porcentaje respecto al flujo en ausencia de Cs’. Se muestran los valores medios de 6
repeticiones y las barras con diferentes letras son significativamente diferentes al P<0,05 segun el Test
de Tukey. ‘ns’ indica ‘no significativo’.
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En los experimentos de desaparicion de K a una concentracién externa de 1,4 mM K* no
se puede descartar que el influjo de K" vaya acompafiado de un eflujo del mismo desde el
interior celular. Era posible, por lo tanto, que los efectos de las deficiencias nutricionales
observados fueran debidos a variaciones del eflujo y no del influjo. Para investigar esta
posibilidad, se llevé a cabo un ensayo similar utilizando Rb* como andlogo de K'. En este caso
no existiria eflujo, al no haber Rb* en el interior de las células de la raiz. Al igual que ocurria con
el K, se observd una reduccidn de la absorciéon de Rb* en las condiciones de deficiencias

nutricionales (Figura 32), indicando que es el influjo de K el que se ve afectado.
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Figura 32. Tasa de flujo de Rb* en las plantas de tomate expuestas en las diferentes deficiencias
nutricionales. El flujo de Rb" de las raices de las plantas sometidas a los distintos tratamientos se calculd
como la variacién de la concentracién externa de Rb’ por gramo de peso seco de raiz y unidad de
tiempo. Se muestran los valores medios de 6 repeticiones y las barras con diferentes letras son
significativamente diferentes al P<0,05 segun el Test de Tukey.

Para apoyar estos resultados y profundizar en la caracterizacién de la absorcién de K*, se
llevd a cabo un ensayo basado en el analisis mineral de los tejidos como se indica en el
apartado 2.1.2.2.1.1 de MyM, donde la absorcién de K" se calculé en base a los contenidos

internos de K en las plantas de tomate.
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Los resultados obtenidos se representan en la Figura 33, donde se observd que la falta de

cada uno de los nutrientes reduce la acumulacion de K* por las raices de las plantas de tomate.
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Figura 33. Efecto de las deficiencias nutricionales en el flujo de K en plantas de tomate. Las plantas se
crecieron en solucién nutritiva completa (control) durante 15 dias. Transcurrido este tiempo, 6 plantas
se cosecharon (Ty) y el resto se sometieron a los distintos tratamientos durante 7 dias (T,). Entonces, se
cosecharon para secar el material vegetal y asi determinar las concentraciones de K" en los tejidos. El
flujo de K* se calculé como la diferencia en el contenido total de K* por peso seco de raiz y unidad de
tiempo, entre las plantas denominadas T, y las plantas T,. Se muestra la media de 6 repeticiones por
tratamiento y las barras con diferentes letras son significativamente diferentes a P<0,05 segln el Test de
Tukey.

1.2.2- Efecto sobre la translocacion de K+,

La translocacion de K de raiz a la parte aérea se calculé de la forma indicada en MyM

apartado2.1.2.2.1.1.

Puede observarse (Figura 34) como las deficiencias nutricionales redujeron
significativamente la translocacion de K a la parte aérea. Igual que ocurria con las plantas de

Arabidopsis, el ayuno de alguno de los nutrientes estudiados llevd a la disminucién de la
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translocacion del K de la raiz a la parte aérea en plantas de tomate. Merece la pena
mencionar que, aunque las diferencias entre las distintas deficiencias nutricionales no son

significativas, la translocacidn a la parte aérea se ve mas afectada en el caso de la falta de NO3'.
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Figura 34. Efecto de las deficiencias nutricionales en la tasa de translocacién de K' a la parte aérea en
plantas de tomate. Las plantas se crecieron en solucidn nutritiva completa (control) durante 15 dias.
Transcurrido este tiempo, 6 plantas se cosecharon (Tg) y el resto se sometieron a los distintos
tratamientos durante 7 dias (T;). Entonces, se cosecharon para secar el material vegetal y asi determinar
las concentraciones de K* en los tejidos. La tasa de translocacién de K* se calculé como la diferencia en
el contenido total de K™ en la parte aérea por peso seco de raiz y unidad de tiempo, entre las plantas
denominadas T, y las plantas T,. Se muestra la media de 6 repeticiones por tratamiento y las barras con
diferentes letras son significativamente diferentes a P<0,05 segun el Test de Tukey.

1.2.3- Efecto sobre el crecimiento.

Transcurridos los experimentos de desaparicion de K'/Rb"* de la solucién externa, y una vez
seco el material vegetal, se determinaron los pesos secos de raiz y parte aérea para cada uno

de los tratamientos (MyM, apartado 2.1.2.2.1.2) (Tabla 35). Cuando las plantas de tomate se
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ayunaron de NOj, o de PO,*, el tamafio de la parte aérea es menor que el observado en las
plantas tratadas con la solucidn nutritiva completa; sin embargo, la raiz no se vio afectada por

los distintos tratamientos.

Tabla 35. Peso seco (g) de raiz y parte aérea de las plantas de tomate sujetas a los distintos
tratamientos de deficiencias nutricionales. Se representa la media de 6 repeticiones y el error estandar.
Los valores con la misma letra en la misma columna no son significativamente distintos a P=0,05, segun
el Test de Tukey. NS indica ‘No Significativo’.

PS (g)
Tratamiento Raiz Parte aérea
Control 0,0426 + 0,0108™  0,2593 + 0,0518"
-N 0,0368 + 0,0071™  0,1381 + 0,0232°
-p 0,0333 +0,0049™  0,1572 + 0,0247°
-S 0,0493 + 0,0034™  0.2126 +0,019°°

1.2.4- Efecto sobre la concentracion de K+.

La determinacién del contenido mineral presente en los tejidos (MyM, apartado 2.1.2.2.1.2)
mostré que las plantas sometidas a las deficiencias nutricionales presentaron una reduccion
significativa de la concentracién de K* en la parte aérea, siendo esta disminucién del 46 % (-N),
del 29 % (-P) y del 36 % (-S) en comparacién con las plantas control. La concentracién de K* en
la raiz no se afecté de manera significativa, aunque en el tratamiento —N se aprecia un ligero

aumento de la misma (Tabla 36).

Tabla 36. Concentraciones de K" (mg-gPS‘l) en raiz y parte aérea de plantas de tomate sujetas a los
distintos tratamientos. Se representa la media de 6 repeticiones y el error estandar. Los valores con la
misma letra en la misma columna no son significativamente distintos a P=0,05, segun el Test de Tukey.

[K'] (mg gPS™)

Tratamiento Raiz Parte aérea
Control 61,84 +2,26°° 36,14 + 2,61°
N 69,81 +1,63° 19,49 + 0,95°
-p 60,05 + 2,35° 25,51 + 2,35°
-S 60,93 + 1,49°° 23,13+1,43°
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1.2.5- Efecto sobre la transcripcion de los genes LKT1 y SISKOR.

Al igual que en Arabidopsis, se estudié la respuesta transcripcional a la ausencia de los
nutrientes estudiados de los genes que codifican los canales homdlogos a AKT1 y SKOR en
tomate, mediante PCR en tiempo real. Para este ensayo, también se incorporaron plantas

ayunadas de K".

En tomate se ha descrito el homdlogo del gen AKT1, LKT1 (Hartje, S. y col., 2000). En
cuanto al gen SKOR no se encontrd ninguna publicacién al respecto. Por ello, se llevé a cabo
una busqueda en el genoma de tomate (Fernandez-Pozo, N. y col.,, 2015) utilizando la
secuencia del gen AtSKOR de Arabidopsis como referencia. De esta forma, se identificé un
homdlogo al gen AtSKOR de Arabidopsis, al que se denomind SISKOR (LOC101264389). Los
niveles de expresién de estos genes en las raices de las plantas tratadas se calcularon
mediante el método comparativo C; (MyM, apartado 2.2.2.3.2), utilizando el gen del Factor de
Elongacion 1a (SIEF-1a) como gen de referencia. Los cebadores utilizados para la amplificacion

de estos genes se recogen en el Anexo 2.

Como se observa en la Figura 35A, las plantas de tomate ayunadas de K* no presentaron
variaciones en la expresion del gen LKT1 respecto a las plantas sin ayunar, mientras que los
niveles de expresion de este gen en el resto de tratamientos disminuyeron alrededor de un 50
%. En cuanto al gen SISKOR (Figura 35B), se observé la represion de su expresién en todas las

condiciones de ayuno de nutrientes.
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Figura 35. Niveles de expresion de LKT1 y SISKOR en respuesta a las distintas deficiencias
nutricionales. Mediante PCR en tiempo real se determinaron los valores de expresidn relativos de los
genes LKT1 (A) y SISKOR (B) tras el tratamiento de las plantas de tomate en las distintas condiciones
estudiadas, respecto a las plantas control, cultivadas en solucidon nutritiva completa. Los niveles de
expresién se muestran como el Log, FC en estos genes respecto al gen SIEF-1a (control endégeno), y
respecto a la muestra calibrador (muestra tratada en la solucion completa) segin el método
comparativo de C;. Se representa la media de tres repeticiones. Las barras con diferentes letras
muestran diferencias significativas a P< 0,05 segun el Test de Tukey.
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2- CARACTERIZACION DE LA ABSORCION DE K* DE ALTA AFINIDAD EN
CONDICIONES DE DEFICIENCIAS NUTRICIONALES.

Se ha descrito que, en Arabidopsis, el transportador de K* de alta afinidad AtHAKS es el
Unico sistema implicado en la absorcién de este nutriente a concentraciones inferiores a 10
UM (Rubio, F. y col., 2010). A concentraciones superiores a 200 uM, la relevancia de AtHAKS5 en
la absorcidn de K va disminuyendo y aumentando la del canal AKT1. La activacién de estos
sistemas en funcion de la disponibilidad de K* en el medio es crucial para la homeostasis de K*
en la planta. La transcripcion de los genes que codifican transportadores HAK se induce por
ayuno de K" en todas las especies estudiadas (Santa-Maria, G.E. y col., 1997; Ahn, S.J. y col.,
2004; Baiuelos, M.A. y col., 2002; Martinez-Cordero, M.A. y col., 2004; Aleman, F. y col.,
2009a).

De igual forma que en el apartado de baja afinidad, los experimentos realizados en el
rango de alta afinidad se llevaron a cabo tanto en Arabidopsis como en tomate, de forma que

se pudiesen extender estos estudios a una especie de interés agricola.

2.1-EFECTO DE DISTINTAS DEFICIENCIAS NUTRICIONALES SOBRE LA ABSORCION DE
K+ DE ALTA AFINIDAD EN PLANTAS DE ARABIDOPSIS.

Para este estudio se utilizaron plantas de Arabidopsis ecotipo Col-0 silvestre (WT) y el
mutante nulo en AKT1, akt1-2 (Rubio, F. y col., 2008). La utilizacion del mutante akt1-2
permitid el estudio en una linea en la que la absorcién de K* a concentraciones externas

menores de 100 uM tiene lugar exclusivamente a través del transportador AtHAKS.

Tras la esterilizacién y germinacién de las semillas, las plantas se cultivaron durante 21
dias en solucion nutritiva 1/5 de Hoagland con todos los nutrientes y se transfirieron a una
solucion con 0,5 mM de K* durante 7 dias para que la concentracion interna de K* disminuyera
y reducir asi la salida de K" al medio externo durante el experimento de desaparicién de K*/Rb*
externo. Posteriormente, se aplicaron los diferentes tratamientos de deficiencias nutricionales

(Tabla 37) durante otros 7 dias.
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Tabla 37. Concentraciones de K', NO3, P043' y 5042‘ en las soluciones utilizadas para los distintos
tratamientos. El NO; se afiadié en forma de Ca(NO;),-4H,0; para formular la disolucién —N, este
compuesto fue sustituido por CaCl,-2H,0. El PO43' fue afiadido como Ca (H,P0,),-H,0; para formular la
disolucion —P, este compuesto fue sustituido por CaCl,-2H,0. El S0,” fue afiadido como MgS0,-7H,0;
para formular la solucion -S, este compuesto fue sustituido por MgCl,-6H,0.

Tratamiento” K" (mM) NO; (mM) PO, (mM) SO,” (mM)
Control 0,5 2,8 0,2 0,35

-K 0 2,8 0,2 0,35

-N 0,5 0 0,2 0,35
“K-N 0,5 0 0,2 0,35

-P 0,5 2,8 0 0,35
K-P 0 2,8 0 0,35

-S 0,5 2,8 0,2 0

-K-S 0 2,8 0,2 0

2.1.1- Efecto sobre la absorcion de K+.

Transcurrido el tiempo de tratamiento de deficiencias nutricionales, se llevd a cabo la
caracterizacion de la absorcién de K* por las raices de las plantas, mediante la realizacidon de un

ensayo de desaparicion de Rb* presente en una solucién externa (MyM, apartado 2.1.2.1.2).

En la Figura 36 se muestra un experimento representativo de la desaparicion de Rb"
externo frente al tiempo, realizado con plantas ayunadas de K y de NO;. Se observa que en las
plantas control, cultivadas con solucion completa, de ambas lineas WT y aktl-2, la
concentracion de Rb" externa disminuye muy levemente durante las 7 horas de experimento.
Sin embargo, las plantas ayunadas de K* son capaces de agotar completamente el Rb* externo.
Las plantas ayunadas de NO; muestran un comportamiento similar a las del tratamiento
control, mientras que las ayunadas de K" y NO; de forma simultanea, agotan el Rb" al igual que

las ayunadas Unicamente de K".
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Figura 36. Curvas de desaparicién del Rb* presente en una solucién externa, por las raices de plantas
de Arabidopsis. Las plantas WT (A) y akt1-2 (B) cultivadas durante 7 dias en solucién control (circulos
negros) o ayunadas de K (circulos blancos), de NO;” (tridngulos negros) o de ambas (tridngulos blancos),
se transfirieron a una solucién nutritiva sin K" y con 50 pM de RbCl, y se tomaron muestras de la
solucién externa, cada hora durante 7 horas, para determinar su concentracién de Rb*. Se representa las
concentraciones de Rb" de la solucién externa frente al tiempo.

A partir de los experimentos de desaparicién del Rb* externo, se calcularon las
velocidades de absorcién de Rb* por gramo de peso seco de raiz y por hora (Figura 37). Como
se puede observar, Unicamente las plantas ayunadas de K, ya sea de forma individual o en
combinacion con ayuno de NOj, PO,*, 0 SO,*, muestran altas velocidades de absorcién de
Rb*, compatibles con la induccidn del sistema de entrada de K* de alta afinidad. Por otra parte,
no se observaron diferencias significativas entre las velocidades de absorcidn de las lineas WT
y aktl-2, excepto en el tratamiento —K-P, donde la linea akt1-2 muestra una mayor tasa de

absorcién de Rb".
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Figura 37. Tasa de absorcion de Rb' por las raices de las plantas sometidas a los distintos
tratamientos. La tasa de absorcién fue calculada como la variacién del Rb* externo a por gramo de peso
seco de raiz y unidad de tiempo en WT (barras gris claro) y akt1-2 (barras gris oscuro). Se muestra la
media de 3 repeticiones y las barras con las diferentes letras muestran diferencias significativas a P<0,05
segun el Test de Tukey.

2.1.2- Efecto sobre la composicion mineral en los tejidos.

Las plantas utilizadas en los experimentos anteriores se sometieron a secado y digestion
acida para determinar su composicion mineral mediante espectrometria ICP (MyM, apartado

2.1.2.1.2.2)

Las plantas tratadas en ayuno de K mostraron una disminucidn de la concentracién de
dicho nutriente de aproximadamente el 50% respecto a las plantas tratadas en solucion
control, tanto en parte aérea como en raiz, y en ambas lineas, siendo mas pronunciada esta

disminucién en el mutante akt1-2 (Tabla 38).

Estos efectos fueron independientes de la presencia o ausencia de NO3, PO,> y SO, enla
solucidn nutritiva, excepto en raices de WT del tratamiento —N, donde se aprecia una ligera
disminucién de la concentracion de K*, y en la parte aérea del mutante akt1-2 del tratamiento

=S, donde la concentracién de K* no se redujo de manera significativa.
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Tabla 38. Concentraciones de K (mg-gPS ‘1) en raiz y parte aérea de plantas de Arabidopsis (WT y
akt1-2) sometidas a los distintos tratamientos. Se representa la media de 6 repeticiones y el error
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas al 95 % (P< 0,05) segun el Test de Tukey. El
andlisis de la varianza se ha llevado a cabo sobre un disefio factorial. “*’, “**’ y “*** indican efecto
significativo a P< 0,05, 0,01 y 0,001, respectivamente. ‘ns’ indica que no hay efecto significativo al 5 %.

[K'] (mg gPS™)

Genotipo Tratamiento Raiz Parte aérea
WT Control 33,63+1,56 32,62+1,05
-K 22,73+1,17 16,44+1,05
-N 29,52+1,70 30,47 +1,66
-K-N 19,70+2,02 17,72+1,82
-p 37,25+2,26 25,51+2,04
-K-P 22,56+2,26 11,84+2,04
S 37,54+1,84 33,05%2,35
-K-S 28,47+2,60 18,22 +2,35
aktl-2 Control 31,99+1,30 19,11+1,17
-K 17,53+1,30 11,46+1,17
-N 29,06 +2,60 18,91+ 1,82
-K-N 16,72 +2,02 12,68+1,82
-P 30,06+2,26 18,21+ 2,04
-K-P 18,28 +2,26 10,44+2,04
-S 35,61+2,60 17,57+1,66
-K-S 24,85+2,60 15,12+2,35
Interaccion:
Tratamiento Control 32,65 26,61°
K 20,42 14,23°
-N 29,38 25,22°
K-N 18,21° 15,20°
-P 33,65d° 21,86"
-K-P 20,42 11,14°
-S 36,90° 22,73°
K-S 26,66 16,67°
Genotipo WT 28,93+0,70 22,24 +0,66
akt1-2 25,51+0,77 14,44+0,6
Andlisis de Varianza (Valor F)
Tratamiento (T) 28,89%*** 28,40
Genotipo (G) 10,77** 72,49
TXG 0,63" 4,74
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Como era de esperar, las plantas tratadas en ausencia de cada nutriente mostraron una

menor concentracion de ese nutriente tanto en parte aérea como en raiz (Tablas 39, 40 y 41).

En la Tabla 39 se observa que el ayuno exclusivamente de K* también origind una

disminucién significativa en la concentracidon de NO;™ en raices del mutante akt1-2.

Tabla 39. Concentraciones de NO; (mg-gPS$ '1) en raiz y parte aérea de plantas de Arabidopsis (WT y
akt1-2) sometidas a los distintos tratamientos. Se representa la media de 6 repeticiones y el error
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas al 95 % (P< 0,05) segun el Test de Tukey. El
andlisis de la varianza se ha llevado a cabo sobre un disefio factorial. ‘*’, **' y “***’ indican efecto
significativo a P< 0,05, 0,01 y 0,001, respectivamente. ‘ns’ indica que no hay efecto significativo al 5 %.

[NO;] (mg gPS™)

Genotipo Tratamiento Raiz Parte aérea
WT Control 0,62 +£ 0,06 3,00+0,87
-K 0,46 £ 0,04 2,92+0,64
-N 0,13+0,05 0,11 +£ 0,06
-K-N 0,12 £ 0,05 0,13 +£0,05
akt1-2 Control 0,49 £ 0,07 3,80+0,87
-K 0,22 +£0,04 3,34+0,94
-N 0,10+ 0,05 0,05 +0,02
-K-N 0,09+0,04 0,06+0,03
Interaccion:
Tratamiento Control 0,56° 3,34
K 0,33 3,06
-N 0,11° 0,08°
-K-N 0,10° 0,09°
Genotipo WT 0,34+0,03 1,51+0,14

akt1-2 0,23+0,03 1,81+0,15

Andlisis de Varianza (Valor F)

Tratamiento (T) 29,90 79,99
Genotipo (G) 9,18" 1,74™
TxG 2,51™ 1,03™
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Tabla 40. Concentraciones de PO,> (mg-gPSs ‘1) en raiz y parte aérea de plantas de Arabidopsis (WT y
akt1-2) sometidas a los distintos tratamientos. Se representa la media de 6 repeticiones y el error
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas al 95 % (P< 0,05) segun el Test de Tukey. El
andlisis de la varianza se ha llevado a cabo sobre un disefio factorial. “*’, “**’ y “*** indican efecto
significativo a P< 0,05, 0,01 y 0,001, respectivamente. ‘ns’ indica que no hay efecto significativo al 5 %.

[PO,*] (mg gPS™)

Genotipo Tratamiento Raiz Parte aérea
WT Control 9,22 + 0,60 6,79+ 0,38
-K 10,53+0,60 6,86+0,38
-p 6,40+ 0,92 3,68 £0,5
-K-P 6,51+ 0,80 3,10+0,5
akt1-2 Control 9,66+0,80 7,93+0,38
-p 10,53+0,60 7,46+0,38
-P 6,59 + 0,80 4,31+0,5
-K-P 6,87 £ 0,80 4,14+ 0,5
Interaccion:
Tratamiento Control 9,38b 7,36b
K 10,53° 7,16°
-p 6,51° 3,99°
-K-P 6,69° 3,62°
Genotipo WT 8,16 £0,37 5,11+0,22

akt1-2 8,41+0,38 5,96+0,22

Analisis de Varianza (Valor F)

Tratamiento (T) 15,42*** 7,34**
Genotipo (G) 0,21"™ 40,57
TxG 0,04™ 0,21™

Al igual que ocurre con el NO3,, el ayuno de PO,* da lugar a una menor concentracién de
éste en ambos tejidos. Se observé que las plantas WT tratadas en ayuno de K*, contenian

mayores concentraciones de PO,> en raices (Tabla 40).

. . e . . 2-
El ayuno de K* no afectd de manera significativa a las concentraciones de SO,” en la parte

aérea y raiz, ni de la linea WT ni del mutante akt1-2 (Tabla 41).
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Tabla 41. Concentraciones de SO,> (mg-gPS’l) en raiz y parte aérea de plantas de Arabidopsis (WT y
akt1-2) sometidas a los distintos tratamientos. Se representa la media de 6 repeticiones y el error
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas al 95 % (P< 0,05) segun el Test de Tukey. El
andlisis de la varianza se ha llevado a cabo sobre un disefio factorial. ‘*’, “**' y “***’ indican efecto
significativo a P< 0,05, 0,01 y 0,001, respectivamente. ‘ns’ indica que no hay efecto significativo al 5 %.

[50,”] (mg gPS™)

Genotipo Tratamiento Raiz Parte aérea
WT Control 12,29+0,54 8,95+0,52
-K 11,23+0,41 8,25+0,52
-S 6,83 +0,62 5,91+0,79
-K-S 7,99+0,62 6,04+0,79
akt1-2 Control 10,25+0,48 10,18 £0,52
-K 11,31+0,41 9,25+0,52
-S 7,26+0,62 7,06+0,69
-K-S 7,54 £ 0,62 7,73+0,79
Interaccion:
Tratamiento Control 11,16b 9,57b
K 11,27° 8,75°
S 7,05° 6,57°
-K-S 7,77° 6,88°
Genotipo WT 9,59 +0,28 7,29+0,34

akt1-2 9,09+0,27 8,56+0,32

Analisis de Varianza (Valor F)

Tratamiento (T) 34,56*** 10,39***
Genotipo (G) 1,67™ 7,42"
TxG 2,26™ 0,09™

2.1.3- Efecto sobre la transcripcion del gen AtHAKS.

Las plantas sometidas a los tratamientos descritos en la Tabla 37, también se destinaron
al estudio de la respuesta transcripcional del gen AtHAK5 a la falta de estos nutrientes en el
medio. De igual forma a como se habia procedido anteriormente, se llevé a cabo la extraccion
de ARN y sintesis de ADNc (MyM, apartados 2.2.2.1 y 2.2.2.2), para cuantificar los niveles de
ARNm de AtHAK5 mediante RT-gPCR, utilizando como gen de referencia al gen AtACT2. Los

cebadores utilizados para la amplificacion de ambos genes se exponen en el Anexo 2.
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En plantas WT, la deficiencia de cada nutriente de forma individual incrementé la
expresion de AtHAK5, aunque no de manera significativa para los tratamientos —P y —S (Figura
38). Por otra parte, la combinacién de la deficiencia de K* con la deficiencia de NO;, PO,> y
S0.%, origind un aumento en la expresién de AtHAK5 en todos los casos, y con niveles similares

a los producidos por ayuno de K* de forma individual.

En la linea akt1-2, todos los tratamientos dieron lugar a un incremento significativo de la
expresion de AtHAKS respecto a WT, incluyendo el tratamiento control. En los tratamientos —P
y =S, los niveles de expresién de AtHAK5 fueron similares a los producidos en el tratamiento
control, mientras que en condiciones de ayuno de K*, de NO; "y en todas las combinaciones (-K-
N, -K-P y —K-S) el incremento fue mayor, siendo el —K-N el que presenté mayores niveles de

expresion de AtHAKS.

16

AtHAKS5 /3 wr
14 - I akt1-2
12

10

H bcd

i bcd

©

©
2 g
B o
o) ()
©
S T
0 (8]
o]
o 9)
I o]
©
H ©

co'(\"‘O\ X ,$ x\» R X“R 5 5

Log, FC
© N H» o o
bc
H bcd
[ cd

Tratamiento

Figura 38. Niveles de expresion de AtHAK5 en respuesta a las deficiencias de nutrientes. Mediante PCR
en tiempo real se determinaron los valores de expresiéon del gen AtHAKS en las plantas de WT (barras
gris claro) y akt1-2 (barras gris oscuro) tras el tratamiento en las distintas deficiencias nutricionales,
respecto a las plantas control, cultivadas en solucién nutritiva completa. Los niveles de expresidn se
muestran como el Log, FC del gen AtHAKS5 respecto al gen enddgeno AtACT2, y respecto a la muestra
calibrador (muestra control en solucidon completa) segliin el método comparativo C; . Se representa la
media de tres repeticiones. Las barras con diferentes letras muestran diferencias significativas a P<0,05
segun el Test de Tukey.
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2.2- EFECTOS DE DISTINTAS DEFICIENCIAS NUTRICIONALES SOBRE LA ABSORCION
DE K* DE ALTA AFINIDAD EN PLANTAS DE TOMATE.

Para complementar el estudio de absorcidon de K' en el rango de alta afinidad, se
realizaron ensayos similares a los descritos en Arabidopsis, en plantas de tomate cultivar

Micro-Tom.

2.2.1- Efecto de las deficiencias nutricionales sobre la absorcion de K+,

La capacidad de absorciéon de K de alta afinidad en plantas de tomate sujetas a los
distintos tratamientos nutricionales (Tabla 37) se determindé mediante un ensayo de
desaparicién del K" presente en una solucidn externa frente al tiempo, como se indica en MyM
apartado 2.1.2.2.2. A diferencia del ensayo realizado en Arabidopsis, en las plantas de tomate
el experimento durd 3 horas y se realizé tanto con K* como con Rb". El uso de Rb* permitié
determinar exclusivamente el influjo del mismo y descartar que los efectos observados en los

experimentos de desaparicién sean debidos a cambios en el eflujo.

Las plantas crecidas en SN control durante 20 dias y expuestas a continuacion a los
diferentes tratamientos durante 7 dias, se transfirieron a contenedores individuales con
aireadores, que contenian solucidén nutritiva con 100 uM de K. Se tomaron muestras de la
solucidon cada 15 minutos durante 3 horas, y las concentraciones de K" de cada muestra se

determinaron mediante EAA y se representaron frente al tiempo.

En la Figura 39 se muestra un experimento representativo de la desapariciéon de K*
externo para los tratamientos control, deficiencia de K, deficiencia de NO;" y deficiencia de K*
y NO;". Se observd que Unicamente las plantas de los tratamientos que incluyeron deficiencia

de K*, agotaron todo el K" de la solucién externa.
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Figura 39. Curvas de desaparicion del K* presente en medio externo por raices de plantas de tomate.
Las pantas sometidas durante 7 dias a solucién control (circulos negros) o ayunadas de K* (circulos
blancos), de NO; (tridngulos negros) o de ambas (tridngulos blancos), se transfirieron a una solucidén
nutritiva con 100 uM de KCl, y se tomaron muestras a intervalos para determinar las concentraciones de
K'. Se representa las concentraciones de K" de la solucién externa frente al tiempo.

Estos experimentos se repitieron para todos los tratamientos. En la Figura 40 se muestra
la tasa del flujo de K calculado a partir de los datos de desapariciéon de K* externo de las
plantas sometidas a los distintos tratamientos. Se observd que todos los tratamientos que
incluian deficiencia de K" dieron lugar a valores positivos de flujo, que indican entrada neta del
mismo; asi como el tratamiento de deficiencia de NO3’, aunque en este caso menor medida. El
resto de tratamientos no mostraron absorcién de K* de la solucién externa, como indica el

valor negativo de flujo de K".
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Figura 40. Tasa de flujo de K' de las raices de las plantas de tomate sometidas a los distintos
tratamientos. Se calculé como la variacién de la concentracién de K* en la solucién externa por gramo
de peso seco de raiz y unidad de tiempo. Se muestra la media de 3 repeticiones y las barras con las
diferentes letras muestran que existe diferencia significativa a P<0,05 segun el Test de Tukey.

Durante las horas que dura el ensayo de desaparicién, puede producirse un eflujo de K" a
través de canales de salida de K*, que enmascare el influjo de K*. Para estudiar esta posibilidad,
se realizaron los mismos experimentos afadiendo 10 mM de tetraetilamonio (TEA), un
bloqueante de canales de K* (Very, A.A. y Sentenac, H., 2002; Hoopen, F.T. y col., 2010) a la
solucién externa. Los valores del flujo neto de K* fueron similares en ausencia y en presencia
de 10 mM de TEA (Figura 41), por lo que los valores obtenidos se debian exclusivamente a un
influjo de K'. Por otra parte, el sistema por el que entra el K* en estas condiciones, muy

probablemente SIHAKS (Nieves-Cordones, 2007; 2008), parece ser insensible a TEA.
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Figura 41. Efecto de la presencia de TEA en el flujo de K* en raices de plantas de tomate expuestas a
las diferentes deficiencias nutricionales. El flujo de K se determiné de igual forma que en la Figura 40,
en ausencia (barras gris claro) o en la presencia (barras gris oscuro) de 10 mM de TEA en la solucion
externa. Se muestra la media de 3 repeticiones y las barras con las diferentes letras muestran que existe
diferencia significativa a P<0,05 segun el Test de Tukey.

Para corroborar que los efectos observados eran debidos a variaciones del influjo de K, se
llevd a cabo el mismo ensayo con 100 pM de Rb" en lugar de K* (Figura 42). De igual forma, los
valores en el flujo de Rb" coincidieron con los obtenidos en el ensayo con K", por lo que no se
producia eflujo de K* durante las 5 horas de experimento y los efectos de las deficiencias

nutricionales eran exclusivamente debidos a variaciones del influjo de K*.
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Figura 42. Tasa de flujo de Rb" en plantas de tomate expuestas a los diferentes tratamientos de
deficiencias nutricionales. Se calculd la tasa de flujo de Rb* como la variacién de la cantidad de Rb* en la
solucién externa por gramo de peso seco de raiz y unidad de tiempo. Se muestra la media de 3
repeticiones y las barras con las diferentes letras muestran que existe diferencia significativa a P<0,05
segln el Test de Tukey.

2.2.2- Efecto sobre la composicion mineral en los tejidos.

La determinacion del contenido mineral presente en los tejidos (MyM, apartado
2.1.2.2.1.2), mostré que el ayuno de K" produjo una disminucion de la concentracién de K* de
unas 3 veces en la raiz y de 2 veces en la parte aérea, respecto a las plantas no ayunadas (Tabla
42). Cuando la ausencia de K' iba acompafiada por la deficiencia de otro nutriente, la
concentracion de K disminuyd a valores similares al de las plantas tratadas en ausencia
exclusiva de K*. En condiciones de ayuno de NOj3, la concentracién de K" aumenté en la raiz y
disminuyd en la parte aérea, de manera significativa en ambos casos. Sin embargo, por ayuno
de PO,> y SO,%, la concentracién de K* no varié en la raiz respecto al control, pero si disminuyé

de manera significativa en la parte aérea.
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Tabla 42. Concentraciones de K* (mg gPS ‘1) en raiz y parte aérea de plantas de tomate sometidas a los
distintos tratamientos. Valores obtenidos de 3 repeticiones. La misma letra en la misma columna
corresponde a valores no significativos a P=0,05, segun el Test de Tukey.

[K'] (mg gPS™)

Tomate

Tratamiento Raiz Parte aérea
Control 62,5° 33,5¢

-K 17,3° 8,5°

-N 74,1° 27,5°
-K-N 21,4° 13,8"

-P 59,7 28,0°
K-P 14,7° 10,8

S 66,0 26,2°
K-S 15,2° 9,3

La concentracion de NO; disminuyd tanto en parte aérea como en raiz cuando las plantas
se sometieron a ayuno de K, siendo esta disminucién en la parte aérea similar a la producida

cuando se ayunaron de NO; y cuando se ayunaron de ambos nutrientes (-K-N) (Tabla 43).

Tabla 43. Concentraciones de NO; (mg-gPS ™) en raiz y parte aérea de plantas de tomate sometidas a
los distintos tratamientos. Valores obtenidos de 3 repeticiones. La misma letra en la misma columna
corresponde a valores no significativos a P=0,05, segun el Test de Tukey.

[NO;] (mg gPS™)

Tomate
Tratamiento Raiz Parte aérea
Control 61,1° 23,1°
X 43,1° 5,0°
-N 9,1° 7,0°
-K-N 8,5 6,3°

En cuanto al resto de nutrientes, el ayuno de K* no influyé en las concentraciones de PO,
en ninguno de los tejidos estudiados (Tabla 44), mientras que la concentraciéon de SO,”

disminuyd ligeramente en ambos tejidos (Tabla 45).
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Tabla 44. Concentraciones de PO, (mg-gPSs ‘1) en raiz y parte aérea de plantas de tomate sometidas a
los distintos tratamientos. Valores obtenidos de 3 repeticiones. La misma letra en la misma columna
corresponde a valores no significativos a P=0,05, segun el Test de Tukey.

[PO.*] (mg gPS™)

Tomate
Tratamiento Raiz Parte aérea
Control 10,55° 0,74
K 9,3° 0,8°
-P 2,91° 0,21°
-K-P 2,69° 0,25°

Tabla 45. Concentraciones de SO,> (mg-gPS ') en raiz y parte aérea de plantas de tomate sometidas a
los distintos tratamientos. Valores obtenidos de 3 repeticiones. La misma letra en la misma columna
corresponde a valores no significativos a P=0,05, segun el Test de Tukey.

[50.*] (mg gPS™)

Tomate
Tratamiento Raiz Parte aérea
Control 3,57° 3,51°
K 3,2° 3,12
-S 2,24° 2,76°
K-S 2,31° 2,80°

2.2.3- Efecto sobre la transcripcion del gen SIHAKS.

De igual forma que en las plantas de Arabidopsis, se estudio la respuesta del gen SIHAK5 en
las plantas de tomate sometidas a las distintas deficiencias nutricionales mediante PCR en
tiempo real. Tras el cultivo durante 21 dias en solucidn completa y 7 dias en las soluciones con
los tratamientos de deficiencias nutricionales (Tabla 37), se extrajo el ARN de raices y se
sintetizd el ADNc correspondiente (MyM, apartados 2.2.2.1 y 2.2.2.2). De igual forma a como
se ha descrito para el gen AtHAKS5, se analizé la expresion de SIHAK5 mediante PCR en tiempo

real, utilizando el gen SIEF-1a como control interno de referencia.

En las plantas sometidas a ayuno de K* el gen SIHAK5 se indujo unas 20 veces, y estos
valores de expresidn son similares a los obtenidos cuando el ayuno es de NO;3 o de PO,>.
(Figura 43). Sin embargo, el ayuno de SO, no indujo la expresiéon de SIHAK5 de manera
significativa. Por otra parte, la falta de K" junto con la deficiencia de NO5 (-K-N) y de 50,7 (-K-S),

dio lugar al aumento en la expresién de SIHAK5 también a niveles similares a los obtenidos por
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ayuno de K. El tratamiento —K-P produjo la mayor expresidn de SIHAK5, siendo ésta de unas

100 veces respecto al tratamiento control.
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Figura 43. Niveles de expresion de SIHAK5 en respuesta a las distintas deficiencias nutricionales.
Mediante PCR a tiempo real se determinaron los valores de expresion del gen SIHAKS5 en las plantas de
tomate tras el tratamiento en las distintas deficiencias nutricionales, respecto a las plantas control,
cultivadas en solucion nutritiva completa. Los niveles de expresion se muestran como el Log, del FC de
SIHAK5 respecto al gen enddgeno SIEF-1a, y respecto a la muestra calibrador (muestra control en
solucién completa) segun el método comparativo de C;. Se representa la media de tres repeticiones. Las
barras con diferentes letras muestran diferencias significativas a P<0,05 segun el Test de Tukey.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral sobre el estudio del efecto de deficiencias
nutricionales sobre la absorcién de K* en el rango de bajo afinidad muestran que en las plantas
WT de Arabidopsis, la absorcién a través del canal de K AKT1 disminuye cuando hay
deficiencia de NO;3, PO,> o SO,* (Figura 25). El uso de la linea doble mutante hak5-3akt1-2
permitié determinar el efecto de estas deficiencias nutricionales sobre el sistema alternativo a
AKT1 que opera en este rango de concentraciones de K* de la baja afinidad, y que no estd
identificado a nivel molecular, aunque se ha sugerido que podria tratarse de un canal no
selectivo de cationes (NSCC) (Caballero, F. y col., 2012). En el mutante hak5-3 akt1-2, la falta
de NO3, PO,> y SO,” produjo una disminucién de la absorcién de Rb* (Figura 25), lo que indica
gue este sistema diferente a AKT1 aun por identificar, se veria afectado en el mismo sentido

qgue AKT1 por las deficiencias nutricionales.

Por los resultados obtenidos en tomate, podriamos decir que el sistema LKT1 estaria
contribuyendo de manera significativa a la adquisicion de K* en las condiciones experimentales
estudiadas. Por una parte, el sistema de transporte de K* de alta afinidad en tomate, SIHAK5,
estd completamente reprimido en este rango de concentraciones (1,4 mM K*) (Nieves-
Cordones, M. y col., 2007; Nieves-Cordones, M. y col., 2008). Por otra, la sensibilidad a Cs"
observada en la absorcién de K' de baja afinidad (Figura 31B) sugiere que LKT1 estaria
implicado, ya que los canales de rectificadores de entrada de K*, como AKT1 son muy sensibles
a Cs" (Amtmann, A. y Sanders, D., 1999). En condiciones de deficiencias nutricionales (NO3,
PO,> y SO,%), la entrada de K" en el rango de baja afinidad disminuyé (Figura 31A) y también se
inhibié por la presencia de Cs’, hasta un 50 % (Figura 31B). Por tanto, en condiciones control y
bajo deficiencia de nutrientes, al menos la mitad de la absorcién de K* se llevaria a cabo por un
canal selectivo de K, sensible al Cs*, muy probablemente el homdélogo a AKT1 en tomate,
LKT1. Sin embargo, el Cs* no inhibié totalmente la absorcién, ni en condiciones control ni bajo
deficiencias nutricionales, lo que indica que existe un sistema insensible a Cs" implicado en la
entrada de K" que, como se ha sugerido en Arabidopsis, podria ser un NSCC (Caballero, F. y
col., 2012). La entrada de K" a través de este sistema alternativo a LKT1 también disminuiria en

condiciones de deficiencia de nutrientes.

Esta disminucion de la absorcién de K™ en el rango de baja afinidad observada como
consecuencia de las deficiencias nutricionales estudiadas (Figuras 25 y 31A), podria deberse a

la represion de los genes AKT1 y LKT1 en Arabidopsis y tomate, respectivamente. Aunque los
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niveles de expresidon de AKT1 y LKT1 no se vieron afectados por el ayuno de K* (Figuras 29A y
35A), de acuerdo con estudios previos que observaron que la transcripcion de AKT1 no se
induce por ayuno de K* (Kellermeier, F. y col., 2014; Pilot, G. y col., 2003a), la regulacién
transcripcional de estos sistemas se ha visto modificada en respuesta a las distintas
deficiencias nutricionales estudiadas (Figuras 29A y 35A). Por otra parte, un estudio
transcriptdmico con micromatrices en Arabidopsis mostré que el suplemento de NO3 induce la
expresion de AKT1 en raices (Gifford, M.L. y col., 2008), lo que estaria de acuerdo con la
represién de AKT1 observada en esta Tesis Doctoral en situacién de ayuno de NO; (Figura

29A).

Junto con una disminucién de la absorcidon, se observd que las deficiencias nutricionales
estudiadas produjeron una disminucidn de la translocacién del K™ de la raiz a la parte aérea,
tanto en Arabidopsis como en tomate (Figuras 26 y 34). Esta diminucion podria ser
simplemente consecuencia de la menor absorcion de K' a través de AKT1 o LKT1 en
Arabidopsis y tomate respectivamente. Sin embargo, la represién de los niveles de AtSKOR y
SISKOR indica que se estaria produciendo un efecto especifico sobre la translocacién del K* por
la ausencia de estos nutrientes (Figuras 29B y 35B). La reduccidn de los niveles de AtSKOR por
falta de K*, NO; y PO,> ya se habfa demostrado previamente (Kellermeier, F. y col., 2014). A
diferencia del estudio de Kellermeier, F. y col., (2014), en esta Tesis Doctoral también se
muestra represion de los niveles de expresion de AtSKOR por ayuno de SO,”. El uso del
mutante skor-1 de Arabidopsis, indicd que existiria una via alternativa para la translocacion de
K" independiente del canal SKOR y esta alternativa también se veria afectada por la deficiencia
de nutrientes (Figura 27). Esta via alternativa podria estar constituida por el transportador de
NO;’, NRT1.5, en Arabidopsis, ya que se ha demostrado que éste participa, de forma sinérgica
con el canal AtSKOR, en la translocacidn del K* desde la raiz hasta la parte aérea, y esta funcién

es dependiente de la presencia de NO;™ (Drechsler, N. y col., 2015a).

En el apartado 2 del Capitulo 1 de esta Tesis Doctoral, se describe un estudio enfocado a
los efectos del ayuno de los macronutrientes K*, NO3,, PO,> y S0,> sobre la absorcién de K* de

alta afinidad en plantas de Arabidopsis y tomate.

En Arabidopsis, la entrada de K* de alta afinidad estd mediada fundamentalmente por
AtHAKS5, aunque el canal AKT1 también contribuye en cierta medida (Aleman, F. y col., 2011).
Para estudiar el transporte de K de alta afinidad mediado exclusivamente por AtHAKS, se

utilizé el mutante aktl-2, donde el Unico sistema de entrada de K' en el rango de
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concentraciones utilizado es el transportador AtHAKS. En plantas de tomate se ha demostrado
que la absorcién de K™ en este rango de concentraciones es llevada a cabo principalmente por

SIHAKS (Nieves-Cordones, M. y col., 2007).

En este estudio se muestra que los genes que codifican el transportador de K* de alta
afinidad HAKS en Arabidopsis y en tomate (AtHAK5 y SIHAKS, respectivamente) se indujeron
en situaciones de ayuno de NO;'y PO,> (Figuras 38 y 43) pero no se produjo absorciéon de K* en
el rango de alta afinidad (Figuras 37 y 40). Sin embargo, la falta de estos nutrientes junto con
ayuno de K si dio lugar a una absorcién de K* de alta afinidad (Figuras 37 y 40). Estos
resultados indican que el transportador HAK5 podria estar sujeto a regulacion

postranscripcional para ser funcional, y ésta regulacién podria estar ligada a la falta de K".

El hecho de que si se produzca absorcién de K™ en las condiciones —K-P y —K-N, descarta la
posibilidad de que el estado de deficiencia nutricional de NO; o de PO,” interfiera en el
proceso de produccion de un transportador HAK5 funcional. Esos tratamientos no
disminuyeron la concentraciéon de K' en las raices, pero junto con ayuno de K', las
concentraciones de este catidn en las raices fueron similares a las obtenidas en condiciones de
ayuno exclusivo de K" (Tablas 38 y 42). Por tanto, aunque el gen HAK5 pueda ser inducido por
sefiales nutricionales distintas a la falta de K, el transportador HAKS es funcional Gnicamente

cuando hay ayuno de K' y las concentraciones de K" en las raices disminuyen.

A diferencia del ayuno de NO;3 y PO,> la falta de SO, no dio lugar a la induccién de
AtHAKS ni de SIHAKS y tampoco se observé absorcién de K'. Sin embargo, el ayuno de K' y de
S0,” si llevé a la induccidn de ambos genes (Figuras 38 y 43) y también a una absorcién de K*

de alta afinidad (Figuras 37 y 40).

Los resultados presentados sugieren la existencia de una regulacién postranscripcional de
los transportadores HAKS en plantas. Aunque la induccidn del gen pueda deberse a diversos
estimulos, es necesario que exista una sefial de bajo K" para que se active funcionalmente el
transportador HAKS. Estos mecanismos de activacién podrian ser los responsables de conferir

especificidad para responder a una sefial de bajo K".

En los ultimos afios se han llevado a cabo estudios que revelan que la respuesta de las
plantas a la disponibilidad de K* en el medio conlleva una serie de eventos que son comunes a
los ocurridos en las rutas sefalizacién de la respuesta a la disponibilidad de otros nutrientes.

Por ejemplo, uno de los primeros eventos que ocurren ante la falta de un nutriente es un
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cambio en el potencial de membrana de las células de la raiz (Amtmann, A. y col., 2006);
distintas deficiencias nutricionales podrian inducir los mismos componentes de sefializacién,
como el incremento en las ROS (Shin, R. y col., 2005; Schachtman, D.P. y Shin, R., 2007); otros
estudios muestran que la falta de un nutriente conlleva cambios en la transcripcion de genes
que codifican transportadores de otros nutrientes (Wang, Y.-H. y col., 2002; Maathuis, F.J.M. y
col., 2003; Nikiforova, V. y col.,, 2003); y también se ha observado que las cascadas de
sefializacion de la adaptacidn de la arquitectura de la raiz a la disponibilidad de los nutrientes
en el medio comparten elementos comunes (Kellermeier, F. y col., 2014). Todo esto indica la
existencia de interacciones entre las vias de sefializacién de las plantas de la respuesta a las
distintas deficiencias nutricionales (Amtmann, A. y Blatt, M.R., 2009; Wang, Y. y Wu, W.-H,,
2013).

La regulacion de HAK5, AKT1 Y SKOR esta destinada a la adquisicién y homeostasis del K*
en plantas. Sin embargo, existen evidencias que sugieren que la disponibilidad de otros
nutrientes podria afectar a la regulacién de estos sistemas de transporte de K* (Wang, Y.-H. y
col., 2002; Schachtman, D.P. y Shin, R., 2007; Tsay, Y.-F. y col., 2011). De los resultados
obtenidos en este capitulo se puede concluir que la absorcién de K* llevada a cabo por los
canales AKT1 y LKT1, en Arabidopsis y tomate, respectivamente, se ve disminuida cuando las
raices de las plantas estan ayunadas de NOj, PO,> o de SO,%, y esta menor absorcién puede
ser consecuencia de la represion del gen AKT1 o LKT1 observada en estas condiciones.
También se observé una menor translocacién del K* de la raiz a la parte aérea, que podria ser
debida a la represién que se produce del gen de SKOR, el canal de K" con mayor relevancia en
la translocacion (Gaymard, F. y col., 1998). Estos efectos se observaron tanto en Arabidopsis

como en tomate.

Por otra parte, los resultados obtenidos del estudio llevado a cabo en el rango de alta
afinidad revelan la existencia de una regulacién a nivel postranscripcional del transportador
HAKS. La falta de NO3, PO,> o de SO,”en la solucidn nutritiva produjo una induccién del gen
HAKS5 pero no activd la absorcion de K* por las raices de las plantas. Sin embargo, cuando el
ayuno de estos nutrientes estaba acompafiado de ayuno de K’, si se produjo absorcién. Por
tanto, una sefial de bajo K* parece necesaria para que se lleve a cabo la activacién del

transportador HAKS.
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1-ESTUDIO DE LOS MECANISMOS IMPLICADOS EN LA REGULACION
TRANSCRIPCIONAL DEL TRANSPORTADOR DE K+ DE ALTA AFINIDAD SIHAK5
EN PLANTAS DE TOMATE.

Las plantas perciben los cambios en la disponibilidad de K* en el medio y se generan
sefiales moleculares para responder ante esas situaciones. Se ha observado que existe una
regulacién a nivel transcripcional de los genes que codifican transportadores de K*, factores de
regulacién y componentes de sefializacién bajo condiciones de ayuno de K* (Armengaud, P.y
col., 2004; Gierth, M. y col., 2005; Ma, T.-L. y col., 2012). En Arabidopsis, se han llevado a cabo
numerosos estudios que han permitido identificar algunas de las moléculas y los procesos
implicados en la adaptacion de las plantas a la baja disponibilidad de K™ en el medio. Estos son
cambios en el potencial de membrana y en los niveles de ROS, Ca** y hormonas como el

etileno y el acido jasménico.

En condiciones de ayuno de K* se produce una rapida y fuerte induccién del gen AtHAKS y
un aumento de la capacidad de absorcidn de K* (Shin, R. y Schachtman, D.P., 2004; Gierth, M. y
col., 2005). Uno de los primeros efectos hallados durante la deficiencia de K' es la
hiperpolarizacién del potencial de membrana de las células de la raiz, la cual aparece tras solo
unos minutos del descenso del K" externo (Maathuis, F.J.M. y Sanders, D., 1993b; Wang, Y.y
Wu, W.-H., 2010). También se ha descrito que se producen incrementos de etileno que
estarian participando en la regulacidon de la transcripcion del gen AtHAK5 a través de la
sefializacién por ROS en condiciones de ayuno de K" externo (Jung, J.Y. y col., 2009; Kim, M.J. y
col.,, 2010) y que numerosos factores de transcripcion (FT) parecen estar implicados en la

regulacién de AtHAK5, como RAP2.11 (Kim, M.J. y col., 2012) y ARF2 (Zhao, S. y col., 2016).

En este apartado se presentan dos estudios cuyo objetivo comuin es dilucidar los
mecanismos implicados en la respuesta de adaptacidn de las plantas de tomate a la deficiencia
de K" en el medio, a nivel de la transcripcidon del gen HAK5. Se aborda el estudio de la
sefializacion a través de la hiperpolarizacién del potencial de membrana, asi como a través del
etileno y las ROS. (Figura 44). Estos experimentos se han llevado a cabo en plantas de tomate
con el fin de extrapolar resultados obtenidos en la planta modelo A. thaliana a una especie de

alto interés agroalimentario como es el tomate.
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Figura 44. Mecanismos implicados en la seiializaciéon y regulacion transcripcional en respuesta a la
deficiencia de K' externo en raices de Arabidopsis. Un descenso en las concentraciones externas de K"
([K"]ext) Origina una hiperpolarizacion de la membrana plasmatica en las células de la epidermis y cortex
de la raiz, lo que podria constituir el primer paso en la sefializacién por bajo K'. La percepcién de la
deficiencia de K" produce un aumento en el contenido de etileno y de ROS, lo que lleva a la induccién
del gen AtHAKS. En la induccidon de AtHAKS en respuesta a bajo K' también estarian implicados factores
de transcripcion como RAP2.11, y ARF2. La sefal de ca® citoplasmatico detectada en condiciones de
bajo K" externo podria proceder de su eflujo desde organulos reservorios o del exterior, a través de
canales de Ca®* no identificados. La ‘X’ en rojo, indica inhibicién de la funcidn.

1.1- INFLUENCIA DEL POTENCIAL DE MEBRANA DE LAS CELULAS DE RAIZ SOBRE LA
TRANSCRIPCION DE SIHAKS.

Se ha demostrado que el Ca®* disminuye la despolarizacién de la membrana plasmética
originada por altas concentraciones de Na* en el medio (Shabala, S. y col., 2006). Este suceso
previene la pérdida de K" en condiciones salinas porque mantiene la fuerza motriz para la
acumulacion del mismo (Shabala, S. y col., 2006; Shabala, S. y col., 2003). El efecto del Ca”
sobre el potencial de membrana podria influir sobre la transcripcién de los transportadores
HAK5, puesto que existe correlacion entre la expresion de los genes que codifican este
transportador en Arabidopsis (AtHAK5) y en tomate (SIHAKS), y el potencial de membrana
(Nieves-Cordones, M. y col., 2008; Rubio, F.y col., 2014).
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Teniendo esto en cuenta, se planted estudiar la influencia de distintos niveles de ca*
sobre la despolarizacién de la membrana plasmatica originada por la presencia de Na’, y la
consiguiente repercusion sobre la transcripcién de SIHAKS y la absorcidn de K en el rango de

alta afinidad en plantas de tomate.

1.1.1- Efecto de la presencia de Na+ y Ca2* sobre la absorcion de K+ de alta afinidad.

Las semillas de tomate, cultivar Micro-Tom, fueron germinadas en las condiciones
descritas en MyM apartado 1.3.2.1. Tras su cultivo durante 15 dias en solucién 1/10 de
Hoagland modificada, las plantas se crecieron durante una semana en una solucién nutritiva
sin K*, tratadas con dos niveles de Ca** en combinacidn con cinco concentraciones distintas de
Na* (Tabla 46). Estos tratamientos con distintas concentraciones de Ca** y Na* tenian como
objetivo evaluar la influencia de estos cationes sobre la induccién de la absorcién de K* de alta
afinidad que se origina tras un ayuno de K*. A diferencia del resto de cultivos realizados en esta
Tesis Doctoral, se utilizdé la SN de Hoagland modificada diluida 1/10 con el fin de tener una
solucién control de partida con bajo Ca®* (0,75 mM). Esto suponia una concentracion de K*

baja (0,75 mM), pero suficiente para no inducir la absorcién de K* de alta afinidad.

Tabla 46. Concentraciones de K, ca” y Na“ en las soluciones utilizadas para los distintos tratamientos.
"El Ca”* se afiadié en forma de Ca (NOs),-4H,0 y de Ca (H,P0,),-H,0 hasta 0,75 mM; y el resto hasta 5
mM en forma de CaCl,; el Na* se afiadié en forma de NaCl.

Tratamiento’ K'(mM) Ca®* (mM) Na'(mM)
Control 0,75 0,75 0
-K 0 0,75 0
0,75 Ca + 0 Na 0 0,75 0
0,75 Ca + 10 Na 0 0,75 10
0,75 Ca + 20 Na 0 0,75 20
0,75 Ca + 25 Na 0 0,75 25
0,75 Ca + 30 Na 0 0,75 30
5Ca+0Na 0 5 0
5Ca+10Na 0 5 10
5Ca+20Na 0 5 20
5Ca+25Na 0 5 25
5Ca+30Na 0 5 30
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Transcurridos los 7 dias, las plantas se transfirieron a recipientes individuales para
determinar su capacidad para absorber el K*. Esta capacidad se determiné mediante un ensayo
de desaparicién del K* presente en una solucién externa, que consistié en solucién control
1/10 Hoagland modificada (0,75 mM Ca*" y sin Na* afiadido) suplementada con 50 puM K,
como se indica en MyM, apartado 2.1.2.2.1. Se tomaron muestras de la solucion externa de K*
cada 15 minutos durante 4 horas y las concentraciones de K* de cada muestra se determinaron

mediante EAA y se representaron frente al tiempo.

En la Figura 45 se muestra un experimento representativo de desaparicién de K* de la
solucidn externa con raices de plantas tratadas en ausencia o presencia de 10 mM de Na*y con
dos niveles de Ca®*. Como se ha visto anteriormente, el ayuno de K* durante una semana
produce la induccién del sistema de absorcion de K* de alta afinidad. En la Figura 45A se
observa cdmo la presencia de 10 mM de Na® en la solucién de crecimiento produjo una
disminucidn de la absorcién de K* por parte de dichas plantas cuando el Ca** presente en la
solucion de crecimiento es bajo (0,75 mM); sin embargo, cuando se trataron con Na' y una
concentracion alta de Ca**, las plantas presentaron una curva de desaparicion de K* similar a

las plantas crecidas en ausencia de Na* (Figura 45B).
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Figura 45. Curvas de desaparicién de K en plantas tratadas en ausencia o presencia de 10 mM de Na*
y dos niveles de ca” (0,75 y 5 mM). Las plantas de tomate fueron tratadas durante 1 semana en
condiciones de ayuno de K" y ausencia (circulos negros) o en presencia (circulos blancos) de 10 mM de
Na*, a 0,75 (A) 0 5 (B) mM de Ca”™. Tras este tratamiento se transfirieron a la solucién de transporte que
consistio en solucién control 1/10 Hoagland modificada (0,75 mM ca® y sin Na' afiadido) suplementada
con 50 uM K'. Se tomaron muestras de la solucién externa cada 15 minutos durante 4 horas, y se
representd la concentracién de K* presente en cada muestra frente al tiempo.

Para caracterizar los efectos de Na*y Ca* sobre la induccién de la absorcién de K* de alta
afinidad, se calcularon las tasas de absorcidn de K* como la disminucién de K* en Ia soluciéon
externa por gramo de peso seco de raiz y unidad de tiempo (Figura 46). El incremento en las
concentraciones de Na’ en la solucién nutritiva de crecimiento durante el tratamiento de 7
dias redujo de manera significativa las tasas de absorcién de K, y esta disminucién dependié
del nivel de Ca® presente en dicha solucidén de crecimiento. Mientras que a bajo Ca** el

incremento de Na* origind reducciones en la tasa de absorcién de K, la presencia de alto Ca**
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llevé a una menor reduccién de dicha tasa. En concreto, a 0,75 mM de Ca** la presencia de 10
0 20 mM de Na'redujo en un 40 % la tasa de absorcién de K*, mientras que a 5 mM de Ca**

esta reduccién no llegaba al 20 %.
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Figura 46. Tasa de absorcion de K* por parte de raices de plantas de tomate tratadas durante 7 dias en
condiciones de ayuno de K' y en presencia de 0,75 mM (circulos negros) o 5 mM de Ca2+(circulos
blancos) y en ausencia o presencia de distintas concentraciones de Na® (10, 20, 25 y 30 mM). La
absorcion de K* se determiné como el K* desaparecido de la solucidn externa por gramo de peso seco de
raiz y unidad de tiempo. Se muestra la media de 3 experimentos independientes. Las barras indican el
error estandar.

Para estudiar la contribucién de cada uno de los sistemas, SIHAKS5 y LKT1, a la absorcién
de K en estas condiciones estudiadas, se realizd un experimento de desapariciéon de K* en
presencia de 1 mM de NH," o 1 mM de Ba®*, conocidos inhibidores de estos dos sistemas,
respectivamente (Rubio, F. y col., 2008). Las plantas se crecieron de igual forma que el
experimento anterior, ayunadas de K* en dos niveles distintos de Ca®* y ausencia o presencia
de 20 mM de Na'. Esta concentracién de Na* fue la elegida porque mostraba claras diferencias
en la absorcién de K entre los dos niveles de Ca** (Figura 46). En estos experimentos descritos,
se calculd la tasa de absorcidon de K™ como la variacién de K* de la solucién externa por gramo
de peso seco de raiz y unidad de tiempo. Como se observa en la Figura 47, la presencia de 1
mM de NH," inhibié de forma importante la absorcién de K" mientras que la presencia de 1

mM de Ba®" la incrementd.
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Figura 47. Efecto de la presencia de 1 mM de NH," 0 1 mM de Ba®* en la solucién externa sobre la
absorcién de K'. Las plantas se crecieron y se trataron durante 7 dias en ayuno de K y en ausencia (A) o
en presencia (B) de 20 mM de Na* y 0,75 (barras lisas) o 5 (barras rayadas) mM de Ca”". Entonces, se
sometieron a un experimento de desaparicién de K como se indica en la Figura 46, en ausencia o en
presencia de 1 mM de NH, o de 1 mM de Ba’". Se muestra la media de 3 experimentos independientes.

Las barras indican el error estandar.

Para comprobar si se producia eflujo de K' durante el tiempo que duraban los
experimentos, estos mismos ensayos se llevaron a cabo en presencia de 10 mM de TEA,
(Figura 48), un inhibidor de los canales de eflujo de K" (Hoopen, F.T.y col., 2010; Very, A.A.y
Sentenac, H., 2002). La presencia de TEA no afecté las tasas de flujo de K* en estos

experimentos y se descartd que se estuviese produciendo eflujo de K.
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Figura 48. Efecto de la presencia de TEA sobre la absorcion de K de alta afinidad en presencia de Na* y
ca”. Las plantas se crecieron y se trataron durante 7 dias en ayuno de K*, a 0,75 mM de ca® y en
ausencia de Na*; a 5 mM de Ca®* y ausencia de Na*; a 5 mM de Ca** en presencia de 20 mM de Na*y a
0,75 mM de ca? y presencia de 20 mM de Na’. Entonces, se sometieron a un experimento de
desaparicion de K desde la solucién externa con 50 pM de K' y ausencia (barras gris claro) o en
presencia (barras gris oscuro) de 10 mM de TEA. Se muestra la media de 3 experimentos
independientes. Las barras indican el error estandar.

1.1.2- Efecto de la presencia de Na+ y Ca2?* sobre el crecimiento.

Una vez concluido el experimento de desaparicion de K, las plantas se llevaron a una
estufa a 65 °C durante 3 dias para secar el material vegetal y asi determinar los pesos secos de
raiz y parte aérea, con el fin de ver cdmo afectaron los distintos tratamientos al crecimiento de

las plantas de tomate.

En cuanto a la parte aérea, se observé que el ayuno de K™ no produjo ningtn efecto en el
tamafio, ni tampoco los tratamientos con Na*y Ca”', respecto a las plantas control (crecidas en
solucidn nutritiva completa) (Figura 49A). Tampoco las raices de las plantas ayunadas se vieron
afectadas al crecer en ausencia de K*; sin embargo, la presencia de Na* produjo un aumento de
en el peso de la raiz en los dos niveles de Ca**, con excepcién de alto Ca** y 30 mM de Na*,

tratamiento que redujo el peso de la raiz (Figura 49B).
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Figura 49. Pesos secos de parte aérea (A) y raiz (B) de las plantas sometidas a los distintos
tratamientos. Se muestra la media de 3 plantas por tratamiento. Las barras indican el error estandar.

1.1.3- Efecto de la presencia de Na+* y Ca2+ sobre las concentraciones de K+ en los

tejidos.

El material vegetal seco se sometié a digestidén acida y fue analizado mediante ICP para
determinar las concentraciones de los minerales presentes en los tejidos (MyM, apartado
2.1.2.2.2.2). En la Figura 50 se muestran las concentraciones de K*, Ca** y Na* de parte aérea y

raiz de las plantas sometidas a los distintos tratamientos.

El tratamiento de ayuno de K" produjo una disminucién de la concentracién de K* tanto en
la raiz como en la parte aérea de todas las plantas y en todos los tratamientos estudiados
respecto a las plantas control (crecidas en solucién nutritiva completa) (Figura 50 A y B). La
presencia de Na* no afecté de manera significativa a la concentracion de K* en la parte aérea
mientras que el nivel alto de Ca*" produjo un aumento de K" (Figura 50A). En cuanto a la
concentracion de K* en la raiz, podemos observar que en ausencia de Na*, las plantas tratadas
con mayor Ca” retienen mas K' que aquellas que crecieron con niveles bajos de Ca’*. La
presencia de Na* redujo las concentraciones de K* en ambos niveles de Ca** de forma similar
cuando las concentraciones de Na* eran de 10 o de 20 mM. A mayores concentraciones de
Na’, la concentracién de K" en las raices de las plantas tratadas en un nivel alto de Ca** fueron

superiores a las de las raices tratadas en un nivel bajo de Ca** (Figura 50B).

Las concentraciones de Ca** en la parte aérea (Figura 50C) y en la raiz (Figura 50D) se

afectaron de forma similar. Las plantas crecidas con el nivel alto de Ca** mostraron mayores
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concentraciones de Ca”* que las tratadas con un nivel bajo Ca*'. El incremento de Na® en la
soluciéon de tratamiento produjo la disminucién de forma significativa de las concentraciones

de Ca®* en dichas plantas.
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Figura 50. Concentraciones de K* (A y B), Ca®* (Cy D) y Na* (E y F) en parte aérea y raiz de las plantas

sometidas a los distintos tratamientos. Se muestra la media de tres experimentos independientes y las

. . s . . . . oL . 2 . .z
barras indican el error estandar. Los asteriscos indican efecto significativo de Na*, Ca“’ o su interaccién;
‘ns’ indica que no hay efecto significativo.
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El aumento del Na® en la solucidn de crecimiento supuso un incremento en las
concentraciones de dicho catién en los tejidos. El efecto de los distintos niveles de Ca®* sobre
las concentraciones de Na* fue opuesto en las distintas partes de la planta: el nivel alto de Ca**
produjo una menor acumulacién, de forma significativa, de las concentraciones de Na" en la

parte aérea (Figura 50E), mientras que en la raiz la acumulacién de Na* fue mayor (Figura 50F).

1.1.4- Respuesta del gen SIHAK5 a la presencia de Na+y Caz+.

Las plantas cultivadas y sometidas a los distintos tratamientos (Tabla 46), se destinaron a
la extraccion de ARN de las raices y posterior sintesis de ADNc (MyM apartados 2.2.2.1 y
2.2.2.2) para estudiar la influencia de los tratamientos sobre la respuesta transcripcional del
gen SIHAKS. De igual forma que se ha descrito anteriormente, se analizd la expresién de
SIHAK5 mediante PCR en tiempo real, utilizando el gen SIEF-1a como control interno de

referencia.

Como ya se ha observado previamente, el ayuno de K" produce una induccién del gen
SIHAKS5 (Nieves-Cordones, M. y col., 2007; Nieves-Cordones, M. y col., 2008). La presencia de
Na® en la solucién de crecimiento supuso una reduccién de los niveles de SIHAK5 de forma que
a mayor concentracién de Na* menor era la expresion, y esto ocurrié en los dos niveles de Ca**.
Sin embargo, se observé que la represién del gen producida por Na* fue mayor en el nivel bajo
de Ca®. Es decir, la presencia de un nivel alto de Ca®" revirtié parcialmente la represién del gen
SIHAK5 producida por la Na*. Por ejemplo, se observa que la presencia de 20 mM de Na*
redujo la expresion de SIHAK5 en un 80 % cuando el nivel de Ca®* era de 0,75 mM, mientras

que a 5 mM de Ca**, la reduccién fue del 50 % (Figura 51).
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Figura 51. Niveles de expresion de SIHAK5 en raices de tomate tras los distintos tratamientos de ca” y
Na'. La expresion de SIHAKS5 se determind por PCR en tiempo real y los niveles de expresion se muestran
como el Log, FC en el gen SIHAKS5 respecto al control interno de referencia SIEF-1a, y respecto a la
muestra calibrador (muestra control en solucion completa) segin el método comparativo de C;. Se
representa la media d tres repeticiones. Las barras muestran diferencias significativas a P<0,05 segun el
Test de Tukey.

1.1.5- Efecto de la presencia de Ca2+ y Na+ sobre el potencial de membrana de las

células de raiz.

En este apartado se analizd si los tratamientos de Ca** y Na* durante los 7 dias de
tratamiento que daban lugar a cambios en la absorcién de K* y en la transcripciéon del gen
SIHAKS, producian también algun efecto sobre el potencial de membrana de las células de la
epidermis y del cértex de raiz. Para ello, se crecieron las plantas de tomate durante 15 dias y se
sometieron a las dos concentraciones de Ca’* estudiadas (0,75 y 5 mM), en ausencia y
presencia de 20 mM de Na'. Se escogid la concentracion de 20 mM de Na® porque las plantas
crecidas en dicha concentracién, habian mostrado diferencias claras en la tasa de absorcién de

K* entre los dos niveles de Ca** estudiados, (Figura 46) y en la expresién de SIHAK5 (Figura 51),

Los valores de potencial de membrana (V,,) de las células de la raiz se determinaron
mediante la utilizacion de un microelectrodo insertado en la célula de la raiz y conectado a un

electrometro (MyM, apartado 2.1.2.2.3).
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Las plantas ayunadas de K' y crecidas en ausencia de Na® presentaron un potencial de
membrana de -150 mV, similar en los dos tratamientos con ambos niveles de Ca**. Cuando se
crecieron en ausencia de K' y en presencia de 20 mM de Na*y un nivel bajo Ca*, el potencial
de membrana se despolarizd un 25 % (-113 mV) respecto al control; mientras que en presencia
de un nivel alto de Ca®* esta despolarizacién fue significativamente menor, del 9 % (-135 mV)

(Figura 52).
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Figura 52. Potencial de membrana de las células de raiz sometidas a los distintos tratamientos de ca”

y Na*. Se muestra el potencial de membrana de las células de las raices de las plantas ayunadas de K* en
ausencia o presencia de 20 mM de Na' y en presencia de 0,75 mM o 5 mM de Ca”*. Se muestra la media
de 10 determinaciones independientes. Las barras con letras diferentes muestran diferencias
significativas a P< 0,05 segun el Test de Tukey.
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1.2- PAPEL DEL ETILENO Y DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXiGENO (ROS) EN LA
REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE SLHAK5.

Se ha descrito en Arabidopsis que en condiciones de distintas deficiencias nutricionales se
produce un rapido aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Shin, R.y
Schachtman, D.P., 2004; Shin, R. y col., 2005). Se ha propuesto que el perdxido de hidrégeno
(H,0,) podria actuar como una sefial en la respuesta general a una deficiencia nutricional

(Shin, R. y col., 2005).

El ayuno de K" produce una acumulaciéon de ROS tanto en las plantas de Arabidopsis (Shin,
R.y Schachtman, D.P., 2004; Shin, R. y col., 2005) como en las de tomate (Hernandez, M. y col.,
2012) y la induccién del gen AtHAK5 de Arabidopsis parece ser dependiente de esta
produccién de ROS (Shin, R. y Schachtman, D.P., 2004). Tras el pico inicial de acumulacién de
ROS, aumenta la actividad de la enzima antioxidante superdxido dismutasa (SOD), de
peroxidasas y de la glutatidn S-transferasa (Shin, R. y Schachtman, D.P., 2004; Hernandez, M. y
col., 2012). En Arabidopsis, se ha observado que la peroxidasa RCI3 (‘Rare Cold Inducible 3’),
estaria implicada en la respuesta a bajo K’, contribuyendo a la produccién de ROS vy

modulando la expresion de AtHAKS (Kim, M.J. y col., 2010).

En plantas de Arabidopsis los niveles de etileno aumentan en respuesta al ayuno de K*y
también se inducen enzimas implicadas en su biosintesis (Shin, R. y Schachtman, D.P., 2004).
La produccidn de ROS en plantas ayunadas de K* se bloquea con inhibidores de etileno, por lo
que esta hormona estaria actuando aguas arriba de las ROS en la respuesta a la deficiencia de

K* (Jung, J.Y. y col., 2009).

Con el objetivo de comprobar si el etileno y las ROS también participan en la sefializacion
por bajo K* en las plantas de tomate mediante un efecto sobre la transcripcién de SIHAKS, se
realizd un experimento donde se afiadieron a la solucidn nutritiva, compuestos quimicos que
afectan a estos pasos de la via de sefalizacién: el ion plata (Ag’), que inhibe la accién del
etileno al interferir en la funcion del cobre (Cu’) como cofactor de la reaccién de unién del
etileno a su receptor (Beyer, E.M., 1976; Rodriguez, F.l. y col., 1999); y el difenil diodinio (DPI),
que inhibe la NADPH oxidasa, implicada en la formacién de H,0,, mediante su unidn

irreversible a dicha enzima (O'donnell, V.B. y col., 1993).
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Las semillas de tomate fueron tratadas y germinadas vy tras su cultivo durante 15 dias en
solucién 1/5 de Hoagland modificada (MyM apartado 1.3.1.1.1), las plantas se sometieron a los

distintos tratamientos (Tabla 47).

Tabla 47. Concentraciones de K*, Ag'y DPI en las soluciones utilizadas para los distintos tratamientos.

Tratamiento K* (mM) Ag' (uUM) DPI (uM)
Control 1,4 0 0

-K 0 0 0
-K*+0,25 Ag* 0 0,25 0
-K*+0,1 DPI 0 0 0,1

1.2.1- Efecto sobre la absorcion de K+ de alta afinidad.

Transcurridos 7 dias en la solucién de tratamiento, las plantas se transfirieron a
recipientes individuales para determinar su capacidad para absorber el K" en el rango de alta
afinidad en una solucién 1/5 de Hoagland modificada con 50 uM de K* en ausencia de los
inhibidores Ag" y DPI. Esta capacidad se determind mediante un ensayo de desaparicion del K*
presente en una solucién externa, como se indica en MyM apartado 2.1.2.2.2. Se tomaron
muestras de la solucién externa de K cada 15 minutos durante 5 horas y las concentraciones

de K" de cada muestra se determinaron mediante EAA y se representaron frente al tiempo.

La tasa de absorcién de K' se calculé en base a la concentracién de K™ en la solucién
externa por gramo de peso seco de raiz y unidad de tiempo. Los tratamientos con Ag* y DPI
durante los 7 dias de ayuno de K* redujeron la capacidad de absorcién de K* por las raices de

las plantas de tomate (Figura 53).
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Figura 53. Tasa de absorcién de K de raices de plantas de tomate tratadas en ausencia de K y
presencia de 0,25 pM de Ag* 0 0,1 uM de DPI. La absorcién de K se determiné como el K* desaparecido
de la solucién externa por gramo de peso seco de raiz y unidad de tiempo. Se muestra la media de 3
experimentos independientes. Las barras con letras diferentes muestras valores con diferencias
significativas a P<0,05 segun el Test de Tukey.

1.2.2- Efecto sobre la transcripcion de SIHAKS5.

Se estudid entonces la respuesta del gen SIHAK5 en las raices de las plantas de tomate
sometidas a los distintos tratamientos, mediante PCR en tiempo real. Tras el cultivo durante 15
dias y 7 dias en las soluciones con los tratamientos (Tabla 47), se extrajo el ARN de raices y se
sintetizd el ADNc correspondiente. De igual forma a la descrita anteriormente, se analizd la
expresion de SIHAK5 mediante PCR en tiempo real, utilizando el gen SIEF-1oc como control

interno de referencia.

La presencia tanto de Ag" como de DPI en la SN sin K7, llevé a la disminucién de los niveles

de transcripcion de SIHAKS5, inducidos en condiciones de ayuno de K* (Figura 54).
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Figura 54. Efecto de la Ag’ y DPI en los niveles de expresion de SIHAK5 en raices de plantas de tomate
determinados por PCR en tiempo real. Los niveles de expresidn se muestran como el Log, FC respecto a
la muestra calibrador (muestras control crecidas en soluciéon nutritiva completa) segin el método
comparativo de C;. Las barras con letras diferentes muestras valores con diferencias significativas a
P<0,05 segun el Test de Tukey.
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2-ESTUDIO DE LOS MECANISMOS IMPLICADOS EN LA REGULACION
POSTRANSCRIPCIONAL/ POSTRADUCCIONAL DEL TRANSPORTADOR DE K+
DE ALTA AFINIDAD HAKS.

Los resultados recogidos en el apartado 2 del Capitulo 1 de esta Tesis Doctoral, muestran
qgue la deficiencia de nutrientes como NO; y PO,> en la solucién externa da lugar a una
induccién del gen que codifica el transportador de K* HAKS5, tanto en plantas de tomate como
en Arabidopsis. Sin embargo, la deficiencia de estos nutrientes no induce la absorcién de K* de
alta afinidad, a menos que haya también deficiencia de K*. Por tanto, se podria postular que es
necesaria una sefal de bajo K* para que el transportador HAK5 sea totalmente funcional. Se
han descrito numerosos transportadores de nutrientes que estan ligados a una regulacion
postranscripcional y/o postraduccional (Xu, J. y col., 2006; Li, L. y col., 2006; Ho, C.H. y col.,
2009; Lee, S.C. y col., 2007).

En este apartado se lleva a cabo un estudio para dilucidar si el transportador AtHAK5 de
Arabidopsis, podria estar sujeto a una regulacion postranscripcional/postraduccional ligada a

la falta de K*, lo que supondria un mecanismo de control de la actividad del transportador.

2.1- REGULACION DE AtHAKS5 POR EL COMPLE]JO CIPK/CBL.

Ante los indicios mencionados anteriormente, cabia preguntarse qué tipo de mecanismo
podia estar implicado en esta regulacion postranscripcional y/o postraduccional de AtHAKS. Se
ha descrito que el canal AKT1 estd regulado mediante fosforilacion a través del complejo
AtCIPK23/AtCBL1 (Xu y col., 2006; Liy col., 2007). En uno de estos estudios, (Xu, J. y col., 2006)
propusieron que el complejo constituido por AtCIPK23/AtCBL1 -o AtCBL9 no parecia regular
Unicamente la activacién del canal AKT1, puesto que el mutante cipk23 presentaba menor
concentracion de K en la parte aérea que el mutante aktl. Teniendo en cuenta que AKT1y
HAKS5 son los dos principales sistemas que median la absorcién de K* en Arabidopsis (Rubio, F.
y col., 2010; Pyo, Y.J. y col., 2010), se considerd que este complejo AtCIPK23/AtCBL1 podria ser

también responsable de la regulacion postranscripcional del transportador HAKS.

El trabajo descrito en este apartado se llevd a cabo en colaboracion con el grupo del Dr.
Francisco Javier Quintero Toscano y el Dr. José Manuel Pardo Prieto, del Instituto de
Bioquimica Vegetal y Fotosintesis (IBVF-CSIC), en Sevilla, Espafia. Algunos experimentos

realizados por este grupo se han incorporado a esta memoria pues resultan imprescindibles
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para la interpretacién de los resultados. En tales casos, la autoria se especifica en el pie de la

figura correspondiente.

2.1.1- Implicacion del complejo AtCIPK23/AtCBL1 en la regulacion de AtHAKS.

2.1.1.1- Coexpresion en levadura de AtHAKS5S y AtCIPK23 /AtCBL1.

Los resultados previos de complementacién funcional en levadura (Rubio, F. y col., 2000)
muestran que la expresién de AtHAKS5 en una cepa WA3 de S. cerevisiae, deficiente en los
sistemas enddgenos de transporte de K, no resulta en crecimiento en condiciones de bajo K°,
aunque si se podia detectar entrada de K" (Rb*) de alta afinidad mediada por AtHAK5 con una
baja V... Que la complementacidn en levadura con HAK5 no fuera completa podria deberse a
la falta de activacién por otras proteinas presentes en la planta y ausentes en la levadura.

Dichas proteinas podrian ser CIPK23 y CBL1.

Para comprobar la activacion de AtHAKS por AtCIPK23 y AtCBL1 en levadura se utilizaron
las construcciones que se describen a continuacion. EIl ADNc de AtHAKS se clond en el vector
pRS425 bajo el promotor del gen PMA1 (‘Plasma Membrane AtPase 1°), el de AtCIPK23 en
p414GPD bajo el promotor del gen GPD (‘Glucose-6-Phosphate 1-Dehydrogenase’) y el de
AtCBL1 en pYPGE15 bajo el control del gen PGK (‘Phosphoglycerate Kinase’). En algunos casos,
se utilizé una construccién en la que los ADNc de AtCIPK23 y AtCBL1 se clonaron juntos en el
pldsmido p414GPD bajo el control del promotor del gen GPD y del gen PGK, respectivamente.
En estos casos, se utilizd una construccion en la que el ADNc de AtHAKS se clond en el
plasmido pDR195 bajo el control del promotor del gen PMAL. Estas construcciones se
transformaron en la cepa de levadura 9.3 indicdndose en cada caso en concreto si se utilizaban
las construcciones con AtCIPK23 y AtCBL1 por separado (que se indica con AtCIPK23 + AtCBL1)
o juntos (que se indica como AtCIPK23/AtCBL1). (Recogidos en el Anexo 3).

Se llevd a cabo un ensayo de complementacién en levadura, que consistio en el
crecimiento de los distintos transformantes en medio sélido PA (MyM apartado 2.1.2.3.1) para
lo cual, se crecieron durante toda la noche en medio YPD suplementado con 100 mM de KCI
hasta saturacion. A partir de estos cultivos se obtuvieron suspensiones de levadura en agua
con una DOgy de 1 y diluciones decimales seriadas que se sembraron en medio PA (MyM

apartado 1.2.2) con distintas concentraciones de K".
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Como se observa en la Figura 55, Unicamente la coexpresiéon de las tres proteinas juntas
dio lugar al crecimiento de la levadura en condiciones de bajo K*. Ninguna otra combinacién de
proteinas dio este resultado, lo que demuestra que el complejo AtCIPK23/AtCBL1 seria el

responsable de la activacidon de HAKS, sin serlo ninguna de las dos proteinas individualmente.

100 mM KClI 0,01 mM KCI

vector

CBL1

CIPK23
CIPK23/CBL1
vector

AtHAKS + CBL1

AtHAKS + CIPK23
AtHAKS + CIPK23/CBL1

Figura 55. Ensayo de complementacion de AtHAK5 en levadura en medio PA con distintas
concentraciones de K'. Se muestra el crecimiento de la cepa 9.3 (trkl, trk2) transformada con el
pldasmido pRS425 vacio (vector) o con el ADNc de AtHAKS (AtHAKS), coexpresados con la proteina
AtCBL1 (+ CBL1), la proteina AtCIPK23 (+ CIPK23), y las dos proteinas juntas (+ CIPK23/CBL1), en medio
PA suplementado con una concentracién alta (100 mM) y baja (0,01 mM) de K'. Se muestran 4
diluciones decimales seriadas de una suspension de células de DOgqq igual a 1.

Una vez comprobado que la coexpresion de AtCIPK23 y AtCBL1 es necesaria para el
funcionamiento de AtHAKS5 en condiciones de bajo K', se procedié a caracterizar dicha
activacion. Para ello, se llevaron a cabo experimentos de absorcién de Rb* en las levaduras que
expresaban las proteinas (MyM, apartado 2.1.2.3.2). Las distintas cepas de levadura se
crecieron toda la noche a 28 °C en medio minimo PA con K’ suficiente (3 mM KCl), y
posteriormente se sometieron a ayuno de K* durante 6 horas en medio PA sin K" afiadido. Una
vez transcurrido este tiempo, se recogieron las células por centrifugacién y se expusieron a
distintas concentraciones externas de Rb* en el rango de 0 a 100 pM en tampén de transporte.
Se tomaron muestras de las suspensiones de levadura a distintos tiempos, se recogieron las
células por filtracion y se sometieron a extraccién acida. Las concentraciones internas de Rb*
para cada cepa se determinaron mediante EEA y se calcularon las velocidades de absorcion de
Rb* para cada concentracion externa del mismo respecto al peso seco de las células. Los datos

de velocidad de absorcién de Rb* se representaron frente a la concentracidon externa de Rb".

Los datos se ajustaron a cinéticas de Michaelis-Menten (Figura 56).
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Figura 56. Tasas de absorcion de Rb* en células de levadura que expresan AtHAK5, AtCIPK23 y AtCBL1.
Las células de la cepa 9.3 transformadas con el pldasmido vacio (cuadrados negros), AtHAKS (triangulos
negros), el complejo AtCIPK23/AtCBL1 (triangulos blancos), AtHAK5 con AtCIPK23 (circulos blancos), y
AtHAKS con AtCIPK23/AtCBL1 (circulos negros), se sometieron a un ensayo de absorcién de Rb* donde
se determind la velocidad de absorcién de Rb”, y se calcularon los valores de V., Y K. Se representa la
media de 3 repeticiones. Las barras de error indican errores estandar.

Las células control que expresaban el vector vacio no dieron lugar a absorcién de Rb*
como cabria esperar debido a la carencia de sistemas de absorcién de K de alta afinidad en la
levadura 9.3. De igual forma, la expresién del complejo AtCIPK23/AtCBL1 no resultd en
absorcion de Rb", lo que indica que ninglin sistema de transporte de K" enddgeno se activaria
por la expresiéon de este complejo. Cuando las células expresaron AtHAK5, se produjo un
incremento en la absorcién de Rb* que mostrd una cinética de saturacién, de acuerdo con una
absorcion de K" mediada por AtHAKS5, que es similar a la cinética mostrada por las células que
coexpresan AtHAKS con AtCIPK23. Sin embargo, cuando las células expresaban AtHAKS junto
con el complejo AtCIPK23/ATCBL1, se produjo un incremento considerable de las velocidades

de absorcién de Rb* (Figura 56).

El analisis cinético de las velocidades de absorcidon de cada cepa mostré que la afinidad
por el Rb* de AtHAKS5 solo o de AtHAKS coexpresado con AtCIPK23 no era significativamente
distinta, como reflejan los valores de K., de 19,3 + 45 y 31,9 + 11,7 puM de Rb’,
respectivamente. Mientras que la coexpresién de AtHAK5 con AtCIPK23 y AtCBL1 redujo de

manera significativa la K, a 2,6 + 0,6 uM. Ademas, la velocidad maxima de absorcién fue
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significativamente mayor en las células que coexpresaron AtHAK5 con el complejo
AtCIPK23/AtCBL1, con un valor de 0,28 + 0,6 nmol mg™ min™ comparado con el 0,14 + 0.01y el
0,16 + 0,02 para AtHAK5 y para AtHAKS junto con AtCIPK23, respectivamente. Estos datos
sugieren que la mejora en el crecimiento a bajo K de las células que expresan AtHAKS,
AtCIPK23 y AtCBL1 se debe a que el complejo AtCIPK23/AtCBL1 estaria regulando la actividad
de HAK5 mediante la modificacion de sus propiedades cinéticas, dando lugar a un

transportador con mayor afinidad por el K"y con mayor velocidad maxima.

2.1.1.2- Regulacion de AtHAKS por AtCIPK23.

Con el fin de profundizar en el tipo de regulacién que ejerce AtCIPK23 sobre AtHAKS5, se
utilizaron dos mutantes de AtCIPK23. El alelo AtCIPK23 (T190D, A331) combina una mutacion
en su actividad quinasa con la delecidon del dominio C-terminal a partir del residuo 331,
eliminandose su dominio auto-inhibitorio (Chaves-Sanjuan, A. y col., 2014). Por tanto, estas
dos mutaciones originan una proteina AtCIPK23 hiperactiva en su funcién quinasa, de forma
independiente a su interaccidon con AtCBL1. El segundo alelo utilizado, CIPK23 (K60N), tiene
sustituida la lisina (K) de la posicidon 60 por acido aspartico (D), que por ser el sitio catalitico
necesario para la transferencia del grupo fosfato, esta mutaciéon da lugar a una quinasa

inactiva (Li, L. y col., 2006).

De forma similar al ensayo de crecimiento en medio sélido ya realizado, se realizd un
ensayo de complementacion en levadura donde las células expresaban AtCIPK23 (T190D,
A331) con su ADNc clonado en el vector p414GPD, o AtCIPK23 (K60N)-clonado en p414GPD-
junto con AtCBL1-clonado en pYPGE15, en presencia o ausencia de AtHAK5, clonado en

pRS425 (Recogidos en el Anexo 3).

En la Figura 57 se muestra el crecimiento de los distintos transformantes en un medio de
K" suficiente y en medio con bajo K*. Ninguno de los mutantes de AtCIPK23 dio lugar a una
mejora del crecimiento a bajo K" en presencia de AtHAK5, en comparacién con la proteina
AtCIPK23 silvestre. Esto significa, que la regulacion de AtHAKS por AtCIPK23 requiere tanto su
actividad quinasa como la interaccion fisica del dominio C-terminal de forma simultanea, sin

ser ninguna de estas dos funciones predominante frente a la otra.
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100 mM KCl 0,01 mM Kcl

AtHAKS + CIPK23

AtHAKS + CIPK23 + CBL1
AtHAKS + CIPK23T190DA331
AtHAKS + CIPK23K60N + CBL1

Figura 57. Ensayo de complementacion de AtHAK5 en levadura en medio PA con distintas
concentraciones de K'. Se muestra el crecimiento de la cepa 9.3 (trk1, trk2) transformada con el ADNc
de AtHAKS, coexpresado con la proteina AtCIPK23 (+CIPK23), y las dos proteinas (+CIPK23 + CBL1), el
alelo mutante AtCIPK23 T190D A331 (+CIPK23T190DA331) y el alelo AtCIPK23 K60D con CBL1 (+
CIPK23K60D + CBL1), en medio PA suplementado con una concentracion alta (100 mM) y baja (0,01 mM)
de K'. Se muestran 4 diluciones decimales seriadas de una suspensién de células de DOgq igual a 1.
Ensayo realizado por el grupo del Dr. Quintero (IBVF-CSIC), en Sevilla.

Para comprobar si la proteina AtCIPK23 estaria regulando a AtHAK5 mediante
fosforilacidn, se realizé un ensayo de fosforilacion in vitro con distintos fragmentos de AtHAKS.
Para aislar dichos fragmentos, se obtuvieron construcciones de ADN correspondientes a estos
fragmentos fusionados al correspondiente ADN de la proteina glutatidn S-transferasa (GST). En
concreto, se llevaron a cabo fusiones de GST con tres regiones citosdlicas de AtHAKS: el
dominio N-terminal de AtHAKS5 (aminoacidos del 1 al 95); un bucle comprendido entre los
segmentos transmembrana 2 y 3 (aminodcidos del 123 al 182), que se denominé ‘Internal loop’
(IL); y el dominio C-terminal (aminoacidos del 530 al 784). Estas fusiones con GST se

expresaron en E. coli y se purificaron como se indica en MyM, apartado 2.3.4.

Para llevar a cabo este ensayo, se utilizé el alelo AtCIPK23 (T190D, A331), debido a que
posee una actividad quinasa mayor que AtCIPK23 WT e independiente de AtCBL1 (Chaves-
Sanjuan, A. y col., 2014). Como se observa en la Figura 58, se da una sefial de fosforilacién
Unicamente en la reaccién en la que estan presentes la proteina AtCIPK23 y el dominio N-

terminal de AtHAKS.
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Figura 58. Ensayo de fosforilacidn in vitro de AtHAKS5. Las fusiones de GST con distintas regiones de
HAK5 (C-t, C-terminal; N-t, N-terminal; e IL, ‘Internal Loop’), se sometieron a fosforilaciéon mediante la
accién de la quinasa AtCIPK23 (T190D, A331) y los resultados se resolvieron en gel SDS-PAGE. A,
proteinas del ensayo mostradas mediante la tincidn con Azul Coomassie en el gel SDS-PAGE. B,
Autoradiografia que muestra la incorporacién de *Pala region N-terminal de HAKS. Ensayo realizado
por el grupo del Dr. Quintero (IBVF-CSIC), en Sevilla.

2.1.1.3- Papel de AtCIPK23 en la absorcion de K+ en planta.

Demostrada la activacién de AtHAKS por el complejo AtCIPK23/AtCBL1 en levadura, se
disefiaron experimentos para demostrar el papel del complejo AtCIPK23/AtCBL1 en la
regulacion del transportador AtHAKS5 en la planta. Para ello, se utilizaron mutantes de
insercién de T-ADN que anulaban la funcion de AtHAKS, AKT1 y AtCIPK23 (Pyo, Y.J. y col., 2010;
Rubio, F. y col., 2008). También se generaron los mutantes dobles hak5 cipk23, akt1 cipk23 y el
mutante triple hak5 aktl cipk23 (Anexo 4). Con estas lineas mutantes se llevaron a cabo
ensayos de absorcidn de Rb* y de crecimiento a distintas concentraciones de K*, de forma que
se pudiese estudiar el efecto de las mutaciones de pérdida de funcién sobre los genes

implicados en la absorcién de K.

En primer lugar, se llevaron a cabo ensayos de absorcidon de Rb" desde una solucién
externa con 50 uM (MyM, apartado 2.1.2.1.2). Las plantas de los distintos genotipos se

crecieron durante 30 dias en condiciones de K suficientes (1,4 mM KCl) y posteriormente se
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sometieron a 7 dias de ayuno de K'. El ensayo consistié en exponer las plantas a una solucién
de 50 uM de Rb" durante 7 horas, e ir tomando muestras de la solucién externa cada hora. Se
determinaron las concentraciones de Rb* presentes en cada muestra mediante EAA, y se
calculd la tasa de absorcion de Rb" en funcién de la desaparicion de Rb* de la solucién externa

por gramo de peso seco de raiz por hora.

Como se puede observar en la Figura 59, la absorcién llevada a cabo por mutante hak5-3
fue el 72 % de la de WT. Esto significa que a la concentracion ensayada (50 uM), el
transportador AtHAK5 media al menos un tercio del total de la absorcién. Por otra parte, la
pérdida de funcién del gen AKT1 no conllevé una disminucién de la absorcion, mientras que la
absorcion de Rb* en el doble mutante hak5 akt1 fue practicamente nula. Por tanto, la actividad
de AtHAKS a esta concentracion compensa totalmente la ausencia de AKT1, pero a la inversa,
la compensacién es solamente parcial. Estos datos concuerdan con resultados previos que
afirman que estos dos transportadores son los que contribuyen en mayor medida a la
absorcion de K* y que trabajan de manera conjunta en el rango de concentraciones de 10 a 50

UM (Rubio, F. y col., 2008; Rubio, F. y col., 2010).
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Figura 59. Tasa de absorcién de Rb* por raices de las lineas de Arabidopsis, linea silvestre (WT), y
mutantes en los genes HAK5, AKT1 y CIPK23. Las plantas de 30 dias de edad y ayunadas de K* durante 7
dias, se sometieron a un ensayo de desaparicién de Rb* del medio externo (50 uM), durante 7 h. Se
calculd la tasa de absorcién de Rb* por gramo de peso seco de raiz por hora por las raices de cada linea.
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Se muestra la media de 6 repeticiones y las barras con diferentes letras muestran valores
significativamente diferentes a P<0,05 segun el Test de Tukey.

En este ensayo, la linea mutante cipk23-5 mostré un 55 % de absorcién de Rb* con
respecto al WT, lo que indica que AtCIPK23 estaria implicada en la regulacidn de la absorcién
de K* de alta afinidad. La absorcién llevada a cabo por los mutantes dobles hak5-3 cipk23-5y
aktl-2 cipk23-5, reveld que la regulacién de estos transportadores por AtCIPK23 supone una
contribucion del 43 % en la absorcion mediada por AtHAKS5 y del 57 %, en la mediada por

AKT1.

El triple mutante hak5-3 akt1-2 cipk23-5 no mostrd absorciéon de K* de alta afinidad, al

igual que el doble mutante hak5-3 akt1-2.

2.1.1.4- Analisis del papel de AtCIPK23 sobre el crecimiento de las plantas a bajo K+.

Para determinar el efecto de la ausencia de la proteina AtCIPK23 sobre el crecimiento de
plantas de Arabidopsis a distintas concentraciones de K*, se sembraron las semillas de las
lineas mutantes directamente en soluciones nutritivas que contenian 10 mM, 1,4 mM, 0,5
mM, 0,1 mM y 0,01 mM de KCI. Las distintas lineas se cultivaron durante 30 dias en dichos
medios, que se renovaban cada 7 dias para asegurar que se mantenian las concentraciones de
K" indicadas (Figura 60). Tras ese periodo de tiempo, las plantas se cosecharon separando la
raiz de la parte aérea y se determinaron los pesos frescos, los pesos secos (tras 2 diasa 65 °C) y

las concentraciones de K* en los tejidos. (MyM, apartado 2.1.1.1.1.1).

189



Resultados y Discusion: Capitulo 2

WT
hak5
akt1

hak5 akt1

cipk23
akt1 cipk23
hak5 cipk23

hak5 aktl1 cipk23

Figura 60. Plantas de Arabidopsis, linea silvestre (WT), y mutantes en los genes HAK5, AKT1 y CIPK23
crecidas en un rango de concentraciones de K'. Se muestra la parte aérea de las plantas crecidas
durante 30 dias en SN con distintas concentraciones de K*.

Como se deduce de la apreciacidn visual del tamafio de las plantas en la fotografia (Figura
60) a 10 mM de K" el tamafio de todas fue similar. A 1,4 mM, el doble mutante akt1-2 cipk23-5
y el triple mutante hak5-3 aktl-2 cipk23-5 mostraron un menor tamafo respecto al resto,
como cabria esperar por ser AKT1 el sistema que mas contribuye a la absorcién de K" a esa
concentracidn y ser AtCIPK23 responsable de su activacién. A 0,5 mM de K’, la ausencia de las
proteinas AKT1 y AtCIPK23 de forma individual, no produjo un efecto importante en el tamario,
mientras que los mutantes que carecen de ambas proteinas (akt1-2 cipk23-5 y hak5-3 akt1-2
cipk23-5) se vieron muy afectados. La linea hak5-3 akt1-2 mostré un mayor crecimiento a esta
concentracién respecto a los mutantes mencionados. Esto indica que podria existir un sistema
de absorcién de K" operando a 0,5 mM de K*, distinto de AtHAKS y AKT1, que también seria
regulado por AtCIPK23.

A la menor concentracién estudiada, 10 pM de K7, la linea hak5-3 presenté un menor
crecimiento que akt1-2 y WT, lo que demuestra el papel que juega HAKS en la entrada de K* de
alta afinidad, especialmente a concentraciones iguales o inferiores a 10 pM K. Los mutantes
cipk23-5 y hak5-3 cipk23-5 presentaron un crecimiento muy limitado, y el resto de lineas

apenas crecieron.
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2.1.2- Implicaciéon del complejo AtCIPK23/AtCBL1 en la regulacion de homélogos de

HAKS en especies distintas de Arabidopsis en células de levadura.

Se considerd oportuno estudiar si el complejo CIPK23/CBL1 podria participar, de igual
forma que en Arabidopsis, en la activacion de transportadores HAKS de otras especies de
plantas como tomate (Solanum lycopersicum; SIHAKS; (Nieves-Cordones, M. y col., 2007);
pimiento (Capsicum annum; CaHAK1; (Martinez-Cordero, M.A. y col.,, 2004)) y Eutrema
salsuginea (EsHAK5; (Aleman, F. y col.,, 2009a). Debido a que el transportador SIHAK5 no
promueve el crecimiento de la levadura a bajo K, para llevar a cabo este ensayo se utilizé la
quimera denominada SIHAK5q, constituida por una versién de SIHAK5 que contiene 15
aminodcidos de CaHAK1 en el extremo N-terminal de la proteina recombinante, y permite el

crecimiento de la levadura a 0,1 mM de K (Nieves-Cordones, M. y col., 2008).

Los ADNc de los transportadores fueron clonados en el vector de expresién pDR195 y se
utilizé el complejo AtCIPK23/AtCBL1 clonado en el vector p414GPD. De igual forma que para
AtHAKS, se analizé el crecimiento de las células de levadura 9.3 transformadas con los distintos
transportadores, tanto en presencia como en ausencia del complejo AtCIPK23/AtCBL1, en
medio PA con distintas concentraciones de K’ (Figura 61). Ninguna de las células que
expresaban Unicamente los transportadores crecidé a 10 pM de K'. Las células que

coexpresaban CaHAK1 y SIHAK5q con el complejo AtCIPK23/ATCBL1 crecieron a bajo K.

100 mM KCI 0,01 mM KcCI

CaHAK1
SIHAKSq
EsHAKS
SIHAKS

CaHAK1 + CIPK23/CBL1
SIHAK5q + CIPK23/CBL1
EsHAKS + CIPK23/CBL1
SIHAKS + CIPK23/CBL1

Figura 61. Ensayo de complementacion de homélogos de HAK5 en levadura en medio PA con distintas
concentraciones de K'. Se muestra el crecimiento de la cepa 9.3 (trk1, trk2) transformada con el ADNc
del complejo AtCIPK23/AtCBL1 (+ CIPK23/CBL1), o el plasmido p414GPD vacio, coexpresados con el
homodlogo de AtHAKS en pimiento, CaHAK1 (CaHAK1), de tomate, SIHAKS (SIHAKS), de E. salsuginea
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(EsHAKS5), y con la quimera de SIHAK5 y CaHAK1 (SIHAK5g) en medio PA suplementado con una
concentracién alta (100 mM) y baja (0,01 mM) de K'. Se muestran 4 diluciones seriadas de una
suspension de células de DOgy igual a 1.

En menor medida crecieron las células que expresaban EsHAK5 con el complejo
AtCIPK23/AtCBL1. Sin embargo, las células que coexpresaban SIHAKS y AtCIPK23/AtCBL1 no
crecieron a 10 uM de K*. Estos resultados sugieren que la activacién de los transportadores

HAKS5 por complejos CIPK/CBL podria estar conservada en las distintas especies vegetales.

2.1.3.- Regulacion de AtHAKS por otros miembros de las familias CIPK y CBL.

Se ha identificado 10 CBLs y 26 CIPKs en Arabidopsis (Kolukisaoglu, U. y col., 2004), asi
como numerosas CBLs y CIPKs en otras especies: 10 CBLs y 31 CIPKs en arroz (Oryza sativa)
(Albrecht, V. y col., 2001; Piao, H.L. y col., 2010), 10 CBLs y 27 CIPKs en Populus trichocarpa
(Zzhang, H.C. y col., 2008), 8 CBLs y 43 CIPKs en maiz (Zea mays) (Chen, X.F. y col., 2011), 8 CBLs
y 21 CIPKs en uva (Vitis vinifera) y 6 CBLs y 32 CIPKs en Shorgum bicolor (Weinl, S. y Kudla, J.,
2009a)

El complejo CIPK-CBL se ha implicado en la percepcién y sefializacién de numerosos
estreses, como la sefializacidn por bajo K, salinidad, estrés osmético, y muchos otros (Batistic,

0.y Kudla, J., 2004; Luan, S., 2009; Li, L. y col., 2006).

En cuanto a la sefializacién del estrés por falta de K*, se ha mostrado que los complejos
AtCIPK23/AtCBL1 y AtCIPK23/AtCBL9 activan directamente al canal AKT1 localizado en la
membrana plasmatica, mejorando la absorcién de K* en situaciones de estrés por bajo K* (Xu,
J. y col., 2006; Lee, S.C. y col., 2007). También la quinasa AtCIPK9 puede interaccionar con
AtCBL3 y regular AKT1 en la homeostasis del K* (Liu, L.L. y col., 2013) y de igual forma, AtCIPK6
y AtCIPK16 activan AKT1 mediante su interaccién con distintas CBLs (Luan, S., 2009; Lee, S.C.y
col., 2007). Por otra parte, el complejo AtCIPK6/AtCBL4 media la translocacion del canal AKT2

desde el reticulo endoplasmatico a la membrana plasmatica (Held, K. y col., 2011).

Teniendo en cuenta la diversidad de interacciones entre las CBLs y CIPKs existentes para
regular distintos sistemas implicados en la sefializacién por bajo K*, se considerd interesante
realizar un estudio con el fin de identificar si otras proteinas AtCBLs distintas a AtCBL1 podrian

activar el transporte de K" a través de AtHAKS junto con la quinasa AtCIPK23; al mismo tiempo
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se estudio si otras AtCIPKs podrian actuar con AtCBL1 para llevar a cabo la misma activacién

del transportador AtHAK5 en condiciones de bajo K'.

2.1.3.1- Regulacion de AtHAKS por distintas AtCBLs.

Como ya se ha comentado, la quinasa AtCIPK23 puede interaccionar tanto con AtCBL1
como con AtCBL9, y el complejo formado incrementa la actividad del canal AKT1 cuando se
expresa en ovocitos de Xenopus laevis (Xu, J. y col., 2006; Liu, L.L. y col., 2013). Sin embargo,
existe discrepancia entre varios autores, puesto que Xu, J. y col.,, (2006) observaron que
Unicamente los complejos AtCIPK23/AtCBL1 y AtCIPK23/AtCBL9 eran capaces de regular la
funcién de AKT1, mientras que Liu, L.L. y col., (2013) vieron que los AtCIPK23/AtCBL2 y
AtCIPK23/AtCBL3 también activan al canal AKT1.

Para comprobar la especificidad de las proteinas AtCBL en la regulacion del transportador
AtHAKS, los distintos miembros de la familia CBL de Arabidopsis se clonaron en el vector
pYPGE15, se transformaron en la cepa de levadura 9.3, se coexpresaron con AtCIPK23 (clonado
en el vector p414GPD) y AtHAKS (clonado en el vector pDR195) y se estudio el crecimiento de

las levaduras transformantes en medio sélido PA con distintas concentraciones de K*.

Como se muestra en la Figura 62, ademas de AtCBL1, las células de levadura que
expresaban las proteinas AtCBL8, AtCBL9 y AtCBL10 junto con AtHAKS y AtCIPK23, fueron

capaces de crecer a bajas concentraciones de K"
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100 mM KCl 0,01 mM KCl

AtHAKS + CIPK23 + CBL1
AtHAKS + CIPK23 + CBL2
AtHAKS + CIPK23 + CBL3
AtHAKS + CIPK23 + CBL4
AtHAKS + CIPK23 + CBL5

AtHAKS + CIPK23 + CBL6
AtHAKS + CIPK23 + CBL7
AtHAKS + CIPK23 + CBL8
AtHAKS + CIPK23 + CBL9
AtHAKS + CIPK23 + CBL10

Figura 62. Caracterizacion funcional de los miembros de la familia CBL1 de Arabidopsis en la activacién
de AtHAKS junto con la quinasa AtCIPK23 en condiciones de bajo K'. Las células de levadura que
expresaban AtHAKS y AtCIPK23 se transformaron y coexpresaron con las proteinas AtCBLs indicadas. Las
células se crecieron y trataron como se indica en la Figura 55. Ensayo realizado por el grupo del Dr.
Quintero (IBVF-CSIC), en Sevilla.

2.1.3.2- Regulacion de AtHAKS por distintas AtCIPKs

En cuanto a la sefalizacién por bajo K*, se ha comentado el papel de AtCBL1 en la
activacion de AKT1 tras formar el complejo con AtCIPK23 (Li, L. y col., 2006; Xu, J. y col., 2006).
Ademas, se ha visto que también participa en la regulacién de AKT1 junto con AtCIPK6 (Lan,

W.Z.y col., 2011).

Con el objetivo de estudiar si AtCBL1 es capaz de activar AtHAK5S junto con otras AtCIPKs
distintas a AtCIPK23, las 26 CIPKs identificadas en Arabidopsis se clonaron en el vector
p414GPD vy se transformaron en la cepa 9.3 de levadura junto con AtHAKS5 (en pDR195) y
AtCBL1 (en pYPGE15). Se realizd entonces un ensayo de crecimiento en medio PA sdlido, con
distintas concentraciones de K*, donde se obsrva que un total de 9 AtCIPKs (AtCIPK23, AtCIPK9,
AtCIPK26, AtCIPK1, AtCIPK4, AtCIPK12, AtCIPK14, AtCIPK20 Y AtCIPK10) permitian el
crecimiento a bajo K' cuando se coexpresaban con el transportador AtHAKS en presencia de

AtCBL1.
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100 mM KClI 0,01 mM KCI

AtHAKS + CBL1 + CIPK23
AtHAKS + CBL1 + CIPK3
AtHAKS + CBL1 + CIPK9

AtHAKS + CBL1 + CIPK26
AtHAKS + CBL1 + CIPK1

AtHAKS + CBL1 + CIPK17
AtHAKS + CBL1 + CIPK8

AtHAKS + CBL1 + CIPK21

AtHAKS + CBL1 + CIPK24
AtHAKS + CBL1 + CIPK4
AtHAKS + CBL1 + CIPK7

AtHAKS + CBL1 + CIPK18

AtHAKS + CBL1 + CIPK13

AtHAKS + CBL1 + CIPK19

AtHAKS + CBL1 + CIPK12

AtHAKS + CBL1 + CIPK5
AtHAKS + CBL1 + CIPK11
AtHAKS + CBL1 + CIPK14
AtHAKS + CBL1 + CIPK16
AtHAKS + CBL1 + CIPK20
AtHAKS + CBL1 + CIPK22
AtHAKS + CBL1 + CIPK25

AtHAKS + CBL1 + CIPK6
AtHAKS + CBL1 + CIPK10

AtHAKS + CBL1 + CIPK15

Figura 63. Caracterizacion funcional de los miembros de la familia AtCIPK de Arabidopsis en la
activacion de AtHAKS junto con AtCBL1 en condiciones de bajo K*. Las células de levadura que
expresaban AtHAKS y AtCBL1 (+ CBL1) se coexpresaron con las proteinas AtCIPKs indicadas (+ CIPK). Las
células se crecieron y trataron como se indica en la Figura 55. El orden de las CIPKs en la figura se
dispuso siguiendo el arbol filogenético elaborado por (Mao, J.J. y col., 2016), atendiendo a su
proximidad estructural con CIPK23.
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2.2- PAPEL DEL DOMINIO C-TERMINAL DE AtHAKS5 EN SU REGULACION.

La regidn C-terminal parece jugar un papel importante en la regulacion de los
transportadores HAK/KUP/KT (Schleyer, M. y Bakker, E.P., 1993; Culham, D.E. y col., 1993;
Lamark, T. y col.,, 1991). Se han descrito mutaciones en residuos de la region C-terminal de
transportadores de la familia HAK de distintas especies que dan lugar a cambios en la
velocidad maxima (Rubio, F. y col., 2000; Aleman, F. y col., 2014) o en la afinidad por el K"
(Aleman, F. y col., 2014), sugiriendo la implicaciéon de este dominio en la regulacién y funciéon

del transportador.

Por esto, se decidié llevar a cabo un abordaje molecular que consistio en la realizacion de
distintas deleciones del extremo C-terminal del transportador AtHAK5 (Figura 64), para
conocer si este dominio podria estar implicado en la regulacidn postraduccional de AtHAKS5, ya
sea de forma dependiente o independiente de su activacidn por el complejo AtCIPK23/AtCBL1.
La estrategia molecular para llevar a cabo las deleciones comprendioé varios pasos, detallados

en el Anexo 6.
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Figura 64. Esquema representativo de las construcciones realizadas del transportador AtHAK5 con
distintas deleciones de su dominio C-terminal. El simbolo A indica ‘delecién’ y estd seguido por la
localizacion del ultimo aminoacido presente en la proteina truncada. ‘N-t’ hace referencia al dominio N-
terminal; y ‘C-t" al dominio C-terminal de la proteina AtHAKS.
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Para conocer el efecto de las distintas deleciones en la absorcién de K* mediada por
AtHAKS, se realizd un ensayo de complementacion en la cepa de levadura 9.3, en condiciones

de bajo K*, determinando el crecimiento en medio PA (MyM, apartado 2.1.2.3.1)

Los ADNc de las construcciones de AtHAKS5 que daban lugar a las distintas deleciones
clonados en el vector de expresion pDR195 (pldsmidos recogidos en el Anexo 3), se
transformaron en la cepa 9.3 y se llevd a cabo un ensayo de complementacién en levadura
como se ha descrito anteriormente, en presencia y en ausencia del complejo AtCIPK23/AtCBL1

(clonado en el vector p414GPD) (Figura 65).

100 mM KCl 0,01 mM Kcl

Vector

AtHAKS

AtHAKS + CIPK23/CBL1
AtHAK5A539

AtHAK5A539 + CIPK23/CBL1
AtHAK5A555

AtHAK5AS555 + CIPK23/CBL1
AtHAK5A571

AtHAK5A571+ CIPK23/CBL1
AtHAK5A633

AtHAK5A633 + CIPK23/CBL1
AtHAK5A688

AtHAK5A688 + CIPK23/CBL1
AtHAK5A744

AtHAK5A744 + CIPK23/CBL1

Figura 65. Caracterizacion funcional del transportador AtHAK5 con deleciones de su dominio C-
terminal, en ausencia y presencia del complejo AtCIPK23/AtCBL1, en condiciones de bajo K'. Se
muestra el crecimiento en medio PA con distintas concentraciones de K* (100 y 0,01 mM), de células de
levadura 9.3 que expresan el plasmido vacio (vector), AtHAKS silvestre (AtHAK5) y los mutantes AtHAK5S
con las distintas deleciones, en ausencia o cotransformadas con el complejo AtCIPK23/AtCBL1 (+
CIPK23/CBL1).
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Todas las cepas presentaron un buen crecimiento en el medio control con K" suficiente
(50 mM). La delecién del dominio C-terminal a partir de aminoacido 539 (AtHAK5A539) dio
lugar a un trasportador AtHAKS que no era funcional en la adquisicién de K, tanto en ausencia
como en presencia del complejo AtCIPK23/AtCBL1. El transportador AtHAKS5 con la delecién a
partir del residuo 555, complementd la cepa 9.3, creciendo bien a baja concentracién de K’y
de forma independiente a la presencia del complejo AtCIPK23/AtCBL1. Lo mismo ocurrié con la
delecién a partir del aminodcido 571. La delecién a partir del residuo 633, dio lugar a una
menor actividad del transportador a baja concentraciéon de K*, que no se activaba por
AtCIPK23/AtCBL1. Los transportadores AtHAKS con las deleciones a partir de los residuos 688 y
744 mostraron activacion de nuevo por AtCIPK23/AtCBL1, aunque presentaron una menor
actividad que el transportador AtHAKS silvestre en la adquisicidn de K* a una concentracién de

10 uM, tanto en ausencia como en presencia del complejo AtCIPK23/AtCBL1 (Figura 65).

Los efectos observados en la complementacidon funcional en levadura de las distintas
deleciones del extremo C-terminal de AtHAKS podrian deberse a cambios en la actividad del
transportador o en la cantidad de proteina presente en la levadura. Para distinguir entre estas
dos posibilidades, se llevé a cabo la extraccion de membranas totales de levadura (MyM,
apartado 2.3.1) y la deteccion de la presencia de AtHAK5 mediante un ensayo de
inmunodeteccién (MyM, 2.3.3). La inmunodeteccion de AtHAKS se llevd a cabo mediante la
utilizacidon de un anticuerpo contra el epitopo de la hemaglutinina (HA), que se introdujo en el
extremo amino-terminal de la proteina AtHAK5 WT (Anexo 5) y de todas las construcciones
con las deleciones (Anexo 6.1). Con las construcciones que portaban el epitopo HA se realizo el
mismo ensayo de complementacién funcional mostrado en la Figura 65, obteniéndose los

mismos resultados que con las versiones de AtHAKS sin el epitopo.
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Figura 66. Ensayo de inmunodeteccion del epitopo de la HA, presente en AtHAK5 WT y en las
construcciones de AtHAK5 con deleciones seriadas de su dominio C-terminal. A) Deteccién de la
presencia de AtHAKS silvestre (WT) y de las construcciones de AtHAK5 con deleciones en su dominio C-
terminal, en extractos de membranas totales de levadura 9.3. La electroforesis de las proteinas se llevd
a cabo en un gel de poliacrilamida al 8 %. El marcador de peso molecular (MM) empleado se

corresponde con PageRuler™ Plus Prestained Protein (Thermo Fischer Scientific). B) Tincién con azul de
Coomassie de la membrana utilizada para la inmunodeteccion.

Como se observa en la Figura 66, la eliminacién del extremo C-terminal desde el residuo
539 (AtHAK5A539) supuso la ausencia de proteina AtHAK5 en membranas de levadura,
mientras que en el resto de construcciones con las distintas deleciones si se detectd proteina
AtHAKS. De la Figura 66 se concluye que no habria relacidon entre la cantidad de proteina
detectada con la capacidad de complementacién. Por ejemplo, AtHAK5A555 y AtHAK5A571
presentaron una complementacion similar (Figura 65), pero se detecté menor cantidad de
proteina en AtHAK5A571 (Figura 66). Por lo tanto, las diferencias observadas en el crecimiento
mediado por las distintas construcciones, se explicarian por cambios en la actividad de las
mismas en lugar de por cambios en la cantidad de proteina. Como se ha mencionado
anteriormente, no se detecta proteina de la construccion AtHAK5A539 (Figura 66). El hecho de
que el transportador AtHAKS5 con la siguiente delecién (AtHAK5A555) complemente en
levadura (Figura 65) y se detecte proteina en el ensayo de inmunodeteccién (Figura 66) sugiere
qgue los aminodcidos localizados entre los residuos 539 y 555 podrian ser esenciales para la

sintesis de la proteina o para la estabilidad de la misma.

Comparando las construcciones AtHAK5A571 y AtHAK5A633, se observd que la presencia
de los aminoacidos desde el 572 hasta el 632 dio lugar a una menor actividad transportador, al
mismo tiempo que se mantenia la falta de regulacién por AtCIPK23/AtCBL1. Teniendo en
cuenta que estas diferencias no podrian explicarse por diferencias en la cantidad de proteina,
una posible explicacién seria que entre los residuos 571 y 633 existiera un dominio auto-

inhibidor, de tal forma que en ausencia de este dominio (AtHAK5A571), la actividad del

199



Resultados y Discusion: Capitulo 2

transportador es mayor y en presencia del mismo (AtHAK5A633), la actividad del
transportador disminuye. Dicho dominio podria estar inhibiendo la actividad de AtHAKS en
ausencia de AtCIPK23/AtCBL1, y la inhibicién podria liberarse en presencia de este complejo.
Por otra parte, los resultados serian compatibles con la presencia de un dominio de activacidn,
mediada por AtCIPK23/AtCBL1, en el fragmento del C-terminal siguiente (a partir del residuo
633), ya que en las construcciones AtHAK5A688 y AtHAK5A744, la actividad del transportador
vuelve a ser dependiente de AtCIPK23/AtCBL1.

Para comprobar si la actividad observada se mantenia al delecionar exclusivamente el
posible dominio auto-inhibitorio, se llevd a cabo la delecién interna de dicho dominio (A572-
625) (Anexo 6.3). Se transformd la cepa 9.3 con el ADNc de AtHAK5A572-625, en presencia y
ausencia del complejo AtCIPK23/AtCBL1 y se realizd el mismo ensayo de crecimiento de
levadura a bajo K" llevado a cabo con el resto de construcciones. Como se observa en la Figura
67, la delecién interna del posible dominio auto-inhibitorio (A572-625) dio lugar a un
transportador que no permitié que las células de levadura creciesen a bajas concentraciones

de K.

100 mM KCI 0,01 mM KCl

AtHAKS

AtHAKS + CIPK23/CBL1
AtHAK5A572-625
AtHAK5A572-625 + CIPK23/CBL1

Figura 67. Caracterizacion funcional del transportador AtHAK5 con una delecion interna desde el
aminoacido 572 hasta el 625, ambos incluidos. Se muestra el crecimiento en medio PA de células de
levadura 9.3 que expresan AtHAKS silvestre (AtHAKS) y el mutante de AtHAKS con la delecién A572-625,
en ausencia y cotransformadas con el complejo AtCIPK23/AtCBL1 (+ CIPK23/CBL1).

2.3-0TROS MECANISMOS DE REGULACION POSTRADUCCIONAL DE AtHAKS.

Entre los mecanismos de regulacidn postraduccional, se ha descrito la formacién de
. ;. +
complejos homo y hetero-méricos de canales y transportadores de K™ para llevar a cabo su

funcién en la adquisicién de K* (Daram, P.y col., 1997; Dreyer, I. y col., 1997; Lebaudy, A. y col.,
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2008; Geiger, D. y col., 2009; Naso, A. y col., 2009; Lebaudy, A. y col., 2010; Daras, G. y col.,
2015).

En el ensayo de inmunodeteccion realizado en el apartado anterior para detectar la
presencia de proteina AtHAK5 en membranas totales de levadura, ademas de la proteina
correspondiente al tamafo de AtHAKS (Figura 66) se observé la presencia de bandas de mayor
tamanfio, cuya movilidad también se veia afectada por la delecién correspondiente del dominio

C-terminal de AtHAKS. (Figura 68).

_kDa v A539 A555 A571 A633 A688 A744 WT

~250 ™ ‘ -
~130 & ..

~100 @
~70 . -

~55 W
---

Figura 68. Ensayo de inmunodeteccion del epitopo de la HA, presente en las construcciones de
AtHAK5 WT y con deleciones seriadas de su dominio C-terminal. A) Se muestra el mismo ensayo de
inmunodeteccion de la Figura 66, incluyendo la parte superior de la imagen. Deteccion de la presencia
de AtHAKS silvestre (WT) y de las construcciones de AtHAK5 con deleciones en su dominio C-terminal,
en extractos de membranas totales de levadura 9.3. La electroforesis se llevd a cabo en un gel de
poliacrilamida al 8 %. El marcador de peso molecular (MM) empleado se corresponde con PageRuIerTNI

Plus Prestained Protein (Thermo Fischer Scientific). B) Tincidon con Azul de Coomassie de la membrana
utilizada para la inmunodeteccion.

Se pensd que estas proteinas de mayor tamafio podrian estan constituidas por
asociaciones de la proteina AtHAK5 consigo misma formando complejos HAK5-HAKS5, o con
otras proteinas formando agregados. Para estudiar estos complejos, se llevaron a cabo
experimentos de inmunodeteccion con el extracto de membranas correspondiente a levaduras
transformadas con AtHAKS silvestre, sometido a condiciones reductoras mas severas que las
empleadas en los ensayos estandar, consistentes en el tratamiento con el agente reductor DTT
a concentraciones crecientes. Sin embargo, los tratamientos con DTT no dieron lugar a la

desaparicién de las proteinas de mayor tamafio ni se observé una relacién proporcional entre
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la cantidad de DTT anadida y la intensidad de las mismas (Figura 69). También se ensayaron
distintos tratamientos de las muestras de proteinas antes de ser cargadas en el gel de
electroforesis que consistian en someter las muestras a distintas temperaturas y durante
tiempos distintos, pero no se observd la desaparicion de las bandas de mayor tamafio

(Resultado no mostrado).

DTT (mM)
MM 40 20 10 O
kDa
- '

e L
~ 130 -
~100 -

.- -
~70 -

Figura 69. Ensayo de inmunodeteccion del epitopo de la HA presente en AtHAKS5, en condiciones
reductoras. Deteccién de la presencia de AtHAKS silvestre (WT) de extractos de membranas totales de
levadura 9.3, tras someter la muestra a concentraciones crecientes de DTT antes de su carga en el gel de
electroforesis. La electroforesis se llevé a cabo en un gel de poliacrilamida al 8 %. El marcador de peso
molecular (MM) empleado se corresponde con PageRuIerTM Plus Prestained Protein (Thermo Fischer
Scientific).

Las bandas de gran tamafio se observaron en células de levadura transformadas con
AtHAK5 tanto en ausencia (Figura 70A) como en presencia del complejo AtCIPK23/AtCBL1
(Figura 70B), por lo que se consideré que AtCIPK23/AtCBL1 no estaria participando en la

formacién de estos complejos ni facilitaria la formacion de los mismos.
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A
kDa MM A539 A555 A571 A633 A688 A744 WT vector
~ 300= L e e
-250 - i — -
B
kDa MM2 A539 A555 A571 A633 A688 A744 WT MM kDa
— — ~~300
~250 — — -_— —~ 250

Figura 70. Ensayo de inmunodeteccion del epitopo de la HA, presente en las construcciones de
AtHAKS5. A) Deteccion de la presencia de AtHAKS silvestre (WT) y de las construcciones de AtHAKS con
deleciones en su dominio C-terminal, de extractos de membranas totales de levadura 9.3. ‘Vector’ hace
referencia al plasmido pDR195 vacio, correspondiente al control negativo. B) Deteccion de la presencia
de AtHAKS silvestre (WT) y de las construcciones de AtHAK5 con deleciones en su dominio C-terminal,
en presencia de AtCIPK23/AtCBL1, de extractos de membranas totales de levadura 9.3. La electroforesis
se llevé a cabo en un gel de poliacrilamida al 12%. MM, indica el marcador de peso molecular Spectra™
Multicolor High Range Protein Ladder; y MM2, se corresponde con PageRuIerWI Plus Prestained Protein
(Thermo Fischer Scientific).

Una posibilidad era que las bandas de mayor tamafio consistieran en asociaciones de
AtHAKS consigo mismo. Para estudiar la posibilidad de interaccion HAK5-HAKS in planta, se
realizé un ensayo de Complementacion Bimolecular Fluorescente (BiFC) en hojas de N.
benthamiana (MyM apartado 2.3.5.2), mediante el sistema SPYCE/SPYNE. Para ello, se clond el
ADNCc de AtHAKS fusionado con el ADNc correspondiente al dominio C-terminal de la proteina
fluorescente amarilla (YFP) en el vector pSPYCE (M) (construccion a la que se denominé
HAK5::YFP¢s55) y el ADNc de la proteina AtHAKS fusionada al ADNc correspondiente al dominio
N-terminal de YFP en el vector pSPYNE173 (construccién HAK5::YFPy,73) (Anexo 8).

Se transformé la cepa GV3101 de A. tumefaciens (MyM apartado 2.1.3.1.3) con las
distintas construcciones y se infiltraron las hojas de N. benthamiana (MyM apartado 2.1.3.3.1).
Como controles negativos se utilizaron: la construccién AtHAKS5::YFP¢s55 co-infiltrada con el
plasmido pSPYNE vacio (SPYNEyi73) y la construccidon HAK5::YFPyi73 co-infiltrada con
SOS1::YFP¢is5 (la proteina AtSOS1 fusionada al extremo C-terminal de YFP, clonada en el
plasmido pSPYCE). Como control positivo, se utilizé la construccion SOS1::YFPcys5 co-infiltrada
con la construccidon SOS1::YFPy.,3, proteina cuya interaccién consigo misma in planta ha sido

demostrada (Dr. Quintero, del centro IBVF-CSIC, comunicacidn personal).
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A los 2 y 3 dias de la agroinfiltracién, se observaron las muestras mediante microscopia
confocal. La expresion transitoria en hojas de N. benthamiana de las fusiones de HAK5::YFP 55
y HAKS5::YFPy473 origind sefial fluorescente (Figura 71), indicando que podria existir interaccidon

HAK5-HAKS.

HAKS::YFPni173 HAK5::YFPn173 SOS1::YFPni173
HAKS::YFP’Clss YFPC155 SOSI::YFPmss

Figura 71. Interaccion HAK5-HAK5 mediante un ensayo de BiFC. Se llevd a cabo la transformacion
transitoria de hojas de N. benthamiana con plasmidos que expresaban las fusiones de las proteinas de
estudio, HAK5::YFPy173 ¥ HAKS::YFP¢ys5; el control negativo con las construcciones HAKS::YFPyi73 ¥
YFPc1ss; ¥ el control positivo, constituido por las construcciones SOS1::YFPy173 ¥ SOS1:: YFP¢yss. Las
imagenes se tomaron con un micropscopio confocal tres dias después de la agroinfiltracion. Se
muestran secciones de hojas de N. benthamiana.

Posteriormente, se procedié a determinar los dominios de AtHAKS5 que podrian estar
implicados en la interaccidn. Se podria pensar que el dominio C-t no estaria involucrado puesto
que los complejos proteicos aparecen en los ensayos de inmunodeteccion con las distintas
deleciones. Sin embargo, habria que destacar que las bandas de gran tamafio en las
construcciones AtHAK5A555 y AtHAK5A571, muestran menor intensidad que las bandas del
resto de construcciones (Figuras 68 y 70), por lo que no se puede descartar que una parte del

extremo C-t pudiera estar participando en la estabilidad de los complejos.

Se ha descrito que el transportador perteneciente a la familia HAK/KUP/KT, AtKUP4

interacciona consigo mismo, formando un homodimero, para llevar a cabo la absorcién de K7,
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y esta interaccién se produce entre los mismos dominios de dos subunidades AtKUP4. En
concreto, se produce interaccién entre el dominio C-t de una proteina AtKkUP4 con el dominio
C-t de otra proteina AtKUP4; el dominio N-t con el dominio N-t, y entre un dominio
citoplasmatico presente en AtKUP4 con el mismo dominio de otra proteina AtKUP4 (Daras, G. y

col., 2015).

Teniendo esto en cuenta, se estudid si de igual forma que en el transportador AtKUP4, un
dominio citoplasmatico de una subunidad de AtHAKS5 podria estar interaccionando con el

mismo dominio de la otra subunidad de AtHAKS5 (Figura 72).

[ N-t I - TMs I C-terminal ]
AtHAKS - AtHAKS = = _ S=E===
[ N-t | - TMs | C-terminal ]

Figura 72. Hipotesis de la interaccion de AtHAK5 consigo mismo en la formacion de un homodimero.
N-t representa el dominio N-terminal de AtHAKS; IL, indica el dominio denominado ‘Internal Loop’; TMs
hace referencia a los dominios transmembrana; y C-terminal, al dominio C-terminal de AtHAKS. El
simbolo en rojo indicaria la interaccion entre los dominios.

Para ello, se llevé a cabo un ensayo de doble hibrido en levadura (Y2H) mediante el
sistema ProQuest™ Two-Hybrid System (Clontech) (MyM apartado 2.3.5.1). La estrategia para

la generacién de las construcciones, se recoge en el Anexo 7.

La construccidon del dominio C-t de AtHAKS fusionada al dominio AD del factor de
transcripcién GAL4 (C-t::AD) se cotransformé con la construccién del dominio C-t de AtHAK5S
fusionada al dominio BD del factor de transcripcién GAL4 (C-t::BD); y la construccién del
dominio IL de AtHAKS fusionada al dominio AD del factor de transcripcion GAL4 (IL::AD), se
cotransformé con la construccién del dominio IL de AtHAKS fusionada al dominio BD del factor

de transcripcion GAL4 (IL::BD).

Los controles negativos los constituyeron las distintas construcciones de estudio
cotransformadas con los plasmidos vacios correspondientes. El control positivo utilizado en el
ensayo consistio en el dominio C-terminal de la proteina AtCIPK23 fusionado al ‘dominio de
activacion’ de GAL4 (construccién CIPK23::AD) y AtCBL1 fusionada al ‘dominio de unién al
ADN’ de GAL4 (construccién CBL1::BD), proteinas cuya interaccion se ha demostrado

previamente en un ensayo de doble hibrido en levadura (Lee, S.C. y col., 2007) .
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La falta de crecimiento de las levaduras observada en el medio SD carente del aminoacido
histidina (Figura 73) indicé que los dominios C-t e IL, no estarian interaccionando con ellos
mismos en el ensayo Y2H llevado a cabo. La realizacidon de la construccidon para ensayar la
interaccion del dominio N-t no se ha podido realizar a tiempo para exponer los resultados en

esta memoria de Tesis Doctoral.

SD —L-T-H+50 mM 3AT SD —-L-T-H+25 mM 3AT SD -L-T-U

C-t::AD x pDEST32
CIPK23::AD x CBL1::BD
C-t::AD x C-t::BD

IL::AD x IL::BD

Figura 73. Ensayo de Y2H para comprobar si existe interaccion entre dos dominios C-t de AtHAK5 y
entre dos dominios IL de AtHAK5. Se muestra uno de los controles negativos (construccidn del dominio
C-t fusionado al dominio AD de GAL4, C-t::AD, cotransformada con el plasmido pDEST32 vacio; y el
control positivo (construccién CIPK23::AD cotransformada con CBL1::BD). El crecimiento en medio SD
carente de leucina y de triptéfano (SD-L-T) indicaria la correcta transformacién de los plasmidos; el
crecimiento en el medio SD carente de leucina, triptéfano y de histidina (SD-L-T-H) en presencia de
distintas concentraciones de 3AT, indicaria interaccion débil; el crecimiento en el medio SD carente de
leucina, triptéfano y de uracilo (SD-L-T-U) indicaria una interaccion fuerte entre las proteinas de estudio.
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3- RESIDUOS DE AtHAKS5 IMPLICADOS EN EL TRANSPORTE DE K*.

La identificacidon de residuos funcionales implicados en la adquisicién de K* ha sido el
objetivo abordado en este apartado de Tesis, con el fin de generar herramientas que

posibiliten obtener versiones de HAK5 mas eficientes en la captacion de K'.

Estudios previos de este grupo de investigacion mostraron que la mutacion F130S en
AtHAKS podia incrementar la selectividad por el K* frente a Na* y Cs". La expresidn en levadura
del mutante AtHAKS F130S confiere tolerancia a Na* y Cs* (Aleman, F. y col., 2014). Por tanto,
conocer los dominios clave de los transportadores HAK5 que determinan la selectividad y la
actividad de estos transportadores podria conducir a incrementar la eficiencia de los mismos
en la adquisicidon de K" en condiciones adversas, como el caso de bajas concentraciones de este

ion en el medio, presencia de Na*y Cs’, etc.

El papel fisioldgico de los transportadores HAK/KUP/KT se ha estudiado y caracterizado en
numerosos organismos; sin embargo, existe muy poca informacién sobre la estructura de la
proteina de dichos transportadores y no se han identificado los aminoacidos implicados en la
unidn selectiva del K y su transporte. Por el contrario, en los canales de K* se han identificado
los aminoacidos que constituyen el poro por el que el K* se une al canal para atravesar la
membrana plasmatica (Durell, S.R. y Guy, H.R., 1999; Mackinnon, R. y Yellen, G., 1990; Hidalgo,
P. y Mackinnon, R., 1995). Este poro esta constituido por el motivo GYGD (glicina-tirosina-
glicina-acido aspartico) (Heginbotham, L. y col., 1992; Heginbotham, S.H. y Mackinnon, R.,
1993), altamente conservado en los canales de K* de animales, bacterias, hongos y plantas
(Doyle, D.A. y col., 1998). La selectividad por el K" de los residuos que forman el poro vendria
determinada por la interaccion del ion K* con los grupos carbonilo de las glicinas y por
interacciones electrostaticas dentro del poro (Mackinnon, R., 2003; Roux, B. y Mackinnon, R.,

1999).

Los transportadores HAK de plantas presentan caracteristicas estructurales similares a los
transportadores Kup-HAK de bacterias y hongos (Rodriguez-Navarro, A., 2000). Los andlisis
estructurales revelan la presencia de entre 10 y 15 fragmentos transmembrana (TM) con las
regiones N-terminal y C-terminal situadas en el citoplasma, asi como una regiéon también
citoplasmatica, que se ha denominado ‘Internal Loop’ entre los segmentos TM2 y TM3 (Rubio,
F. y col., 2000; Gomez-Porras, J.L. y col., 2012; Bafiuelos, M.A. y col., 2002; Quintero, F.J. y
Blatt, M.R., 1997).
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En el primer fragmento transmembrana se localizan los residuos GVVYGD, conservados en
proteinas del tipo HAK de varias especies (Figura 74). Este motivo guarda similitud con el sitio
GYGD presente en los canales de K" (Rodriguez-Navarro, A., 2000; Mackinnon, R., 2003) y en
los transportadores de la familia Trk/Ktr/HKT (Maser, P. y col., 2002; Tholema, N.y col., 2005).

EcKUP --NKQSLPAITLARIGVVYGDIGTSPLYTLRECLSGQFGFGVERDAVFGFLSLIFWLLIFVVSIKYLTFVMRADNAGE 80

AtHAK5S WR-—-TTMSLAFQSIGVVYGDIGTSPLYVYASTFTDGIND-—-KDDVVGVLSLIIYTITLVALLKYVEIVLQANDNGE 126
HVHAKL  {M-—-RTLSLAFQSVGIIYGDIGTSPLYVYSSTFPDGIKN-—-RDDLLGVLSLILYTLITIIPMLKYVFIVLYANDNGD 113
OsHAK1  WA--—VTLHLAFQSVGIIYGDIGTSELYVYSSTFPDGIGH---RDDLVGVLSLILYTLIIIPMLKYVFIVLYANDNGD 123
CaHAK1 WK---TVLSLAFQSVGVIYGDIGTSPLYVFASTFTDKIGH---KDDILGVLSLIIYTIILVPMTKYVFIVLWANNNGD 127

AtHAK8  WW---TVLTLAYQSLGVVYGDLATSPLYVYKSTFAEDITHSETNEEIFGVLSLIFWTLTLIPLVKYVFIVLRADDNGE 91
AtKUP3  WMNLSSNLILAYQSFGVVYGDLSTSPLYVFPSTFIGKLHKHHENEDAVFGAFSLIFWTLTLIPLLKYLLVLLSADDNGE 96
AtKUP6 WR———TVLTLAYQSLGVVYGDLSISPLYVYKSTFAEDIHHSESNEEIFGVLSFIFWTITLVPLLKYVFIVLRADDNGE 90
AtKUP10 KFSAFLLLOLSFQSLGVVYGDLGTSPLYVEYNTFPRGIKD---PEDIIGALSLIIYSLTLIPLLEKYVFVVCKANDNGQ 124
AtKUP11 KFSALLLLOLSFQSLGVVYGDLGTSPLYVEYNTFPHGIKD---PEDIIGALSLIIYSLTLIPLLEKYVFVVCKANDNGQ 125
AtKUP12 **SLLTTLGIAFQTLE}W}’EEMGTEE];}’VFSDVFSKVP*fIRSEVDVLE}ALELVIYTIAVIPLAEYVFVVLK?NDNS‘E 157

Figura 74. Alineamiento de secuencias de la region TM1 de proteinas de transportadores de la familia
HAK de distintas especies. En amarillo se muestra el motivo conservado, que guarda similitud con el
motivo GYGD, que constituye el dominio poro descrito en canales de K.

Se ha demostrado que los aminoacidos de caracter acido, presentes en muchos
transportadores, son importantes para llevar a cabo el transporte del ion (Ben-Yona, A. y
Kanner, B.l.,, 2012; Nakamura, T. y col., 2001). En el transportador EcKUP de E. coli se han
identificado aminoacidos 4cidos presentes en regiones transmembrana, que son
imprescindibles para que se lleve a cabo la absorcién de K* (Sato, Y. y col., 2014). En concreto,
los aminodcidos D23, E116, y E229 localizados en las regiones TM1, TM3 y TMB®,
respectivamente, que se encuentran conservados en las secuencias de numerosas proteinas

de la familia HAK/KUP/KT.

El alineamiento de la secuencia de los transportadores de la familia HAK/KUP/KT (Figura
74), reveld que el residuo acido D23 de EcKUP se corresponde con el residuo D72 de AtHAKS,
presente en el motivo (GVVGYD) que podria constituir el poro de AtHAKS5. Los residuos E116 y

E229 de EcKUP se corresponden con los aminoacidos D201 y E312 en la secuencia de AtHAKS.

La estructura del sitio activo de una proteina puede servir de modelo para aquellas
proteinas relacionadas, incluso si la homologia en las secuencias es baja (Chothia, C. y Lesk,
A.M., 1986). Por todo esto, se propuso un abordaje de mutagénesis por PCR dirigida (MyM
apartado 2.2.1.4.2) de los residuos de AtHAK5 candidatos a constituir el poro de entrada de K*
de AtHAK5 (s;GVVYGDIGy,), asi como los residuos acidos conservados (D201, E312), que
podrian estar implicados en la unién del K" y su transporte a través de AtHAKS. Los

aminodcidos originales se sustituyeron por alanina (aminodcido no fosforilable y sin cadena

208



Resultados y Discusion: Capitulo 2

lateral), para lo cual se disefiaron los cebadores adecuados (recogidos en el Anexo 2) con
cambios en la secuencia respecto a la silvestre, que son introducidos en la reaccién de
amplificacion de ADN por PCR, lo que conlleva la sustitucion de un aminoacido por otro. Las

versiones mutantes obtenidas se recogen en la Tabla 48.

Tabla 48. Secuencias de AtHAKS silvestre (WT) y versiones mutantes obtenidas de la sustitucion del
aminoacido original por alanina, de los residuos que constituyen el posible dominio poro de estudio y
los aminoacidos de caracter acido conservados. En rojo se muestra el aminoacido alanina (A) que
sustituye al original (en negrita).

AtHAKS WT | &;GVVYGDIG,, | | AtHAKS WT | ,00GDGILTP 06 AtHAKS WT | 300 TGTEAMFAS36
Mutante poro | &;AVVAAAIA,, D201A 200GAGILTP,0¢ E312A 200 TGTAAMFA, ¢
G67A s/AVVYGDIG,,
Y70A /GVVAGDIGy,
G71A s/GVVYADIG,,
D72A /GVVYGAIG,,
G74A /GVVYGDIA,

Con el objeto de estudiar funcionalmente el efecto de las mutaciones se utilizo el sistema
heterdlogo de levadura. Los ADNc se clonaron en el vector de expresién pDR195, y el complejo
AtCIPK23/AtCBL1 se clond en el vector p414GPD. Los vectores se transformaron en la cepa de
S. cerevisiae 9.3 (trk1, trk2) y se llevé a cabo un ensayo de complementacién funcional, de
igual forma al descrito anteriormente, para analizar el crecimiento de las células de levadura
transformadas con los distintos mutantes, tanto en presencia como en ausencia del complejo

AtCIPK23/AtCBL1, con distintas concentraciones de K*. (Figuras 75y 76).
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vector

AtHAK5 WT (;,GVVYGDIG,,)
AtHAKS5 WT + CIPK23/CBL1
AtHAKS poro (;;AVVAAAIA,,)
AtHAKS5 poro + CIPK23/CBL1
AtHAKS G67A (;;,AVVYGDIG,,)
AtHAKS5 G67A + CIPK23/CBL1
AtHAKS5 Y70A (,,GVVAGDIG,,)
AtHAK5 Y70A + CIPK23/CBL1
AtHAKS G71A (,,GVVYADIG,,)
AtHAK5 G71A + CIPK23/CBL1
AtHAKS D72A (,,GVVYGAIG,,)
AtHAK5 D72A + CIPK23/CBL1
AtHAKS G74A (,,GVVYGDIA,,)

AtHAKS G74A + CIPK23/CBL1

Figura 75. Caracterizacion funcional del transportador AtHAK5 con mutaciones en los residuos que
podrian constituir el dominio poro de unién al K', en ausencia y presencia del complejo
AtCIPK23/AtCBL1, en condiciones de bajo K. Se muestra el crecimiento en medio PA de células de
levadura 9.3 que expresan el plasmido vacio (vector), AtHAKS silvestre (AtHAKS5) y los mutantes AtHAKS
con las distintas sustituciones, en ausencia o cotransformadas con el complejo AtCIPK23/AtCBL1 (+
CIPK23/CBL1), en un medio control con K" suficiente (100 mM) y a bajo K* (0,01 mM).

La sustitucién por alanina de todos los aminodcidos que podrian constituir el poro de
AtHAKS (Figura 75), dio lugar a un trasportador AtHAKS que no es funcional en la adquisicién
de K" a concentraciones de 0,01 mM, tanto en ausencia como en presencia del complejo
AtCIPK23/AtCBL1. Los mutantes que tenian mutado un solo aminoacido de la regidn del poro,
tampoco crecieron a concentraciones de 0,01 mM de K*; a excepcidn del mutante en la G74A,
el cudl crecié en condiciones de bajo K'y de forma independiente a la presencia del complejo

AtCIPK23/AtCBL1. Los mutantes D201A y E312A generados por la sustitucion de estos
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aminodcidos acidos conservados no permitieron el crecimiento de la levadura en condiciones

de bajo K*, tanto en ausencia como en presencia del complejo AtCIPK23/AtCBL1 (Figura 76).

100 mM KCcl 0,01 mM KCl

AtHAKS5 WT

AtHAKS5 WT + CIPK23/CBL1
AtHAKS D201A

AtHAKS D201A + CIPK23/CBL1
AtHAKS E312A

AtHAKS E312A + CIPK23/CBL1

Figura 76. Caracterizacion funcional del transportador AtHAK5 con mutaciones en los residuos
aminoacidos de caracter acido, en ausencia y presencia del complejo AtCIPK23/AtCBL1, en
condiciones de bajo K*. Se muestra el crecimiento en medio PA de células de levadura 9.3 que expresan
el plasmido de AtHAKS silvestre (AtHAKS) y los mutantes AtHAKS con las distintas sustituciones, en
ausencia o cotransformadas con el complejo AtCIPK23/AtCBL1 (+ CIPK23/CBL1), en un medio control
con K" suficiente (100 mM) y a bajo K* (0,01 mM).

Tras observar que el mutante AtHAKS5 G74A crecid mejor que AtHAKS WT a baja
concentracién de K* (Figura 75), se considerd estudiar los residuos situados a continuacién del
posible dominio poro, en concreto, se llevaron a cabo las sustituciones puntuales de los

residuos S76 y P77 (Tabla 49).

Tabla 49. Secuencias de AtHAKS silvestre (WT) y versiones mutantes obtenidas de la sustitucion del
aminoacido original por alanina, de los residuos que constituyen la region adyacente al posible
dominio poro de AtHAK5. En rojo se muestra el aminoacido alanina (A) que sustituye al original (en
negrita).

AtHAKS WT 67GVVYGDIGTSP;
S76A 67GVVYGDIGTAP,
P77A 67GVVYGDIGTSA;;

De igual forma que el mutante AtHAK5 G74A, los mutantes S76A y P77A, crecieron en

condiciones de bajo K* de forma independiente a la activacién AtCIPK23/AtCBL1 (Figura 77).

211



Resultados y Discusion: Capitulo 2

100 mM KCl 0,01 mM KCl

vector

AtHAK5 WT (5,GVVYGDIGTPS,,)
AtHAKS5 WT + CIPK23/CBL1
AtHAKS S76A (5,GVVYGDIGTAP;,)
AtHAKS S76A + CIPK23/CBL1
AtHAKS P77A (;,GVVYGDIGTSA,,)
AtHAKS P77A + CIPK23/CBL1

Figura 77. Caracterizacion funcional del transportador AtHAK5 con mutaciones en los residuos
aminoacidos adyacentes al posible el dominio poro de unién al K', en ausencia y presencia del
complejo AtCIPK23/AtCBL1. K*. Se muestra el crecimiento en medio PA de células de levadura 9.3 que
expresan el plasmido vacio); AtHAK5S silvestre (AtHAKS) y los mutantes AtHAKS5 con las distintas
sustituciones sefialadas (576A y P77A), en ausencia o cotransformadas con el complejo AtCIPK23/AtCBL1
(+ CIPK23/CBL1), en un medio control con K* suficiente (100 mM) y a baja concentracién de K* (0,01
mM).

Para comprobar si la falta de funcidén en los mutantes que no complementaban la
levadura se debia a la ausencia o a una menor concentracion de proteina AtHAK5S en la misma,
se llevd a cabo la extraccion de membranas totales de proteinas de la levadura y el posterior
ensayo de inmunodeteccion de la proteina AtHAK5 (MyM apartado 2.3.3). Para ello, se
introdujo el epitopo HA en la secuencia de los mutantes de AtHAKS generados, de igual forma

a como se introdujo en AtHAK5 WT (Anexo 5).

En la Figura 78, se observa el resultado del ensayo de inmunodeteccién realizado con dos
muestras que mostraron distinta capacidad de complementacién en levadura en el ensayo de
crecimiento en medio sélido: el mutante G67A, que no crecid en condiciones de bajo K*; y el
mutante G74A, que crecié a bajo K’ y de forma independiente al complejo AtCIPK23/AtCBL1
(Figura 75). Ambos mutantes mostraron proteina y en cantidad similar a AtHAK5S silvestre
(Figura 78), por lo que la falta de actividad en el mutante G67A en la adquisicidon de K* a baja
concentracién en el medio no parece ser debida a la ausencia de proteina AtHAKS ni a una
menor cantidad de la misma; ni la mayor actividad observada en el mutante AtHAK5 G74A,

parece ser causada por la presencia de una mayor cantidad de proteina AtHAKS.
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kDa 9.3 WT G67A G74A
100 -

L]

Figura 78. Ensayo de inmunodeteccidn del epitopo de la HA presente en AtHAK5 WT y en los mutantes
G67A y G74A. Deteccion de la presencia de AtHAKS silvestre (WT) y de las construcciones de AtHAKS
con mutaciones en los residuos G67 y G74, en extractos de membranas totales de levadura 9.3. La
electroforesis se llevé a cabo en un gel de poliacrilamida al 8 %. El marcador de tamafio molecular (MM)
empleado se corresponde con PageRuIerTM Plus Prestained Protein (Thermo Fischer Scientific).
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DISCUSION

En este capitulo 2 de Tesis Doctoral se ha realizado un estudio general sobre el
transportador de alta afinidad HAKS5. En Arabidopsis, estudios previos han demostrado la
implicacién de ciertos componentes que participan en la sefializacién por bajo K' vy

mecanismos de respuesta a dicha situacion.

El primer apartado tenia como objetivo estudiar si los mecanismos de sefializacion en
respuesta al ayuno de K' que han sido identificados en Arabidopsis, estarian presentes

también en las plantas de tomate.

Estudios previos en Arabidopsis (Nieves-Cordones, M. y col., 2010; Rubio, F. y col., 2014;
Rubio, F. y col.,, 2008) y en plantas de tomate (Nieves-Cordones, M. y col., 2007; Nieves-
Cordones, M. y col., 2008) mostraron que la deficiencia de K™ hiperpolariza el potencial de la
membrana plasmatica de las células de raiz y es posiblemente la primera sefial que lleva a la
induccién de la transcripcidon del gen responsable de la absorcidn de K de alta afinidad,
SIHAK5. Como consecuencia, las raices desarrollan la capacidad de absorber el K* desde
concentraciones correspondientes al rango de la alta afinidad. La presencia de Na* durante el
ayuno de K' despolariza el potencial de membrana y reprimiria la induccién del gen HAK5
asociada a la falta de K, lo que lleva a una disminucién de la capacidad de absorcién de K* de

alta afinidad.

En este trabajo se han caracterizado los efectos de la presencia de Ca** y Na* sobre la
induccion de la absorcidon de K* de alta afinidad, a través de la influencia sobre la transcripcidn
del gen SIHAKS5 en plantas de tomate. Se ha demostrado que la represién del gen SIHAKS por la
presencia de Na*, puede ser revertida parcialmente por altos niveles de Ca** mediante un
mecanismo que implica la reduccién de la despolarizacién del potencial de membrana inducida
por Na* (Figura 52), lo que reestructuraria la cascada de sefializacién por bajo K*, permitiendo
la inducciéon del gen SIHAK5 (Figura 51) y la capacidad de absorber K* en el rango de alta
afinidad por las raices de las plantas de tomate (Figura 46). Los efectos beneficiosos que
produce el Ca** repercuten sobre el influjo de K*, ya que se han observado resultados similares
en presencia y ausencia de 10 mM de TEA (Figura 48), un inhibidor de canales de salida de K*
(Hoopen, F.T. y col., 2010; Very, A.A. y Sentenac, H., 2002). Esta absorcion solamente puede
ser mediada por dos sistemas: un sistema sensible al NH," mediada por el transportador
SIHAKS; o un sistema sensible al Ba** mediada por el canal LKT1. Los resultados obtenidos

muestran que el efecto del Ca** sobre la absorcién de K* se produce a través de su absorcion
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por el transportador SIHAKS, puesto que la absorcidn se inhibié en presencia de NH," en los

dos niveles de Ca** estudiados, y no por la presencia de Ba** externo (Figura 47).

El mecanismo por el cual el Ca®* prevendria la despolarizacién de la membrana plasmatica
inducida por Na* observada en situacién de ayuno de K’ es desconocido. Se sabe que los
niveles altos de Ca®* externo reducen la absorcién de Na* y su acumulacidn en raices (Chen, Z.
y col., 2007; Nieves-Cordones, M. y col., 2008; Nieves-Cordones, M. y col., 2010; Shabala, S. y
col., 2006; Shabala, S. y col., 2003), lo que podria prevenir esta despolarizacion. Sin embargo,
bajo las condiciones estudiadas, el tratamiento con alto Ca®* redujo la acumulacién de Na* en
la parte aérea (Figura 50E), pero no se observé una disminucidn en las concentraciones de Na*
en raiz, respecto a las tratadas con bajo Ca®* (Figura 50F) por lo que este efecto sobre el
potencial de membrana no parece estar relacionado con las concentraciones de Na* en la raiz.
Shabala, S. y col., (2003) también observaron en cebada que la despolarizacion del potencial
de la membrana plasmatica inducida por Na*, se revirti6 por altos niveles de Ca**, sin modificar

la absorcién de Na™.

Este efecto producido por el alto nivel de Ca** tampoco parece ser debido a su influencia
sobre las concentraciones de K* en raiz ya que las plantas tratadas con alto Ca** en ausencia de
Na® mostraron mayores concentraciones de K* que aquellas crecidas con bajos niveles de Ca**
(Figura 50B), y sin embargo, ambas raices mostraron valores similares del potencial de
membrana plasmatica. Ademds, las raices tratadas con 20 mM de Na® mostraron
concentraciones de K' similares en presencia de ambos niveles de Ca*, y presentaban
potenciales de membrana distintos (Figura 52). Considerando que el tratamiento con alto nivel
de Ca** produjo mayores concentraciones de Ca®* en raiz y parte aérea (Figura 50 Cy D), y un
potencial de membrana mas negativo (Figura 52), los niveles de Ca** internos podrian ser los

responsables del mantenimiento del potencial de membrana.

Los resultados de esta Tesis Doctoral indican que el etileno y las ROS podrian estar
implicados en la via de sefializacién de la falta de K" en plantas de tomate. La produccién de
etileno aumenta en las plantas de Arabidopsis ayunadas de K* (Shin, R. y Schachtman, D.P.,
2004) y en este estudio se observé que la presencia de Ag* en la solucién nutritiva, bloqueante
de la accién del etileno, redujo la capacidad de absorcién de K* en el rango de alta afinidad por
raices de plantas de tomate ayunadas de K* (Figura 53), lo que podria deberse a la inhibicién

que se observd de la induccion del gen SIHAKS (Figura 54).
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También se ha determinado el efecto de la presencia de DPI, un inhibidor de la
produccién de ROS, sobre la induccién del gen SIHAKS5 y la absorcién de K* en las plantas de
tomate. La represidon de la induccion de SIHAKS5 (Figura 54) y la disminucion de la absorcion de
K" de alta afinidad (Figura 53) en presencia de DPI, indican que la produccién de ROS también
estaria implicada en la sefializacién por falta de K* en plantas de tomate, regulando los niveles

de transcrito de SIHAKS.

Tras observar (Capitulo 1, apartado 2) que debia existir un mecanismo o mecanismos de
regulacién postranscripcional de la actividad del transportador HAKS5, se llevaron a cabo
diferentes estudios para profundizar en su conocimiento. En el apartado 2 de este Capitulo 2
de Tesis Doctoral se demuestra que el complejo AtCIPK23/AtCBL1 estaria regulando la
actividad del transportador AtHAKS, responsable de la adquisicion de K* en el rango de alta
afinidad. Este complejo AtCIPK23/AtCBL1 también activa transportadores homologos a AtHAKS
en otras especies, como E. salsuginea, pimiento y tomate (Figura 61). Otros estudios muestran
la activacion del canal AKT1 también por AtCIPK23/AtCBL1-9 (Xu, J. y col., 2006; Li, L. y col.,
2006), por lo que este complejo parece funcionar como un regulador central en procesos

esenciales para la adquisicién de K'.

La activacion de AtHAK5 por el complejo AtCIPK23/AtCBL1 constituye un mecanismo de
regulaciéon postranscripcional de dicho transportador crucial para la supervivencia de
Arabidopsis a concentraciones inferiores a 10 uM (Figura 60). Dicha activacién conlleva una
modificacién en sus propiedades cinéticas (K., ¥ Vmax) (Figura 56), que podria asociarse a un
cambio conformacional del transportador por la acciéon del dominio quinasa de AtCIPK23 sobre
el mismo. Los analisis de absorcidn de Rb* en levaduras que expresaban AtHAKS en ausencia o
presencia de AtCIPK23/AtCBL1 mostraron el aumento de afinidad de AtHAKS por el sustrato
cuando el transportador se activaba. El valor de K, descendié desde 20 uM cuando AtHAKS se
expresd solo, hasta un valor de 2,6 pM cuando se coexpresé con AtCIPK23/AtCBL1. Esta
afinidad por el K* observada en levadura es muy superior a la presentada por plantas WT de
Arabidopsis, que oscila entre 21 y 24 uM (Shin, R. y Schachtman, D.P., 2004; Gierth, M. y col.,
2005; Pyo, Y.J. y col., 2010). Hay que tener en cuenta que en plantas WT, los sistemas AKT1 y
AtHAKS contribuyen en la absorcién de K™ en condiciones de bajo K* y con afinidades distintas.
Ademas, en la afinidad por el K influirian también las condiciones de crecimiento, el grado de
ayuno de K' y las condiciones en las que se lleva a cabo el ensayo de absorcién de K*

(Martinez-Cordero, M.A. y col., 2004).
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El estudio de los distintos mutantes afectados en los sistemas de transporte de K*, como
los utilizados en el ensayo de crecimiento descrito (Figuras 59 y 60), permitieron determinar
las propiedades individuales de estas proteinas en el transporte de K* en la planta. Los ensayos
realizados en el mutante cipk23-5 muestran que la ausencia de la proteina AtCIPK23 dio lugar a
una menor tasa de absorcion de Rb* por las raices de las plantas ayunadas de K* (Figura 59) y
un crecimiento menor en condiciones de bajo K* (Figura 60). La activacion de AtHAKS por
AtCIPK23 se deduce por el descenso de la tasa de absorcién de Rb* en el doble mutante akt1-2
cipk23-5 respecto al mutante simple akt1-2 (Figura 59), siendo este descenso del 57 %. De
igual forma, se redujo un 43 % la tasa de absorcién de Rb" llevada a cabo por AKT1 en la linea

hak5-3 cipk23-5 en comparacion con el mutante simple hak5-3 (Figura 59).

Por otra parte, parece que la proteina AtCIPK23 estaria también regulando otros sistemas
implicados en la absorcién de K a bajas concentraciones. A 0,5 mM de K*, se observé un
crecimiento nulo del triple mutante hak5-3 akt1-2 cipk23-5, mientras que el doble mutante
hak5-3 akt1-1 si crecid a esa concentracién de K (Figura 60). La identidad de un sistema
distinto a AtHAKS y AKT1 implicado en la absorcién de K* a esta concentracidon cuando ambos
sistemas estan ausentes es desconocida. Teniendo en cuenta que las proteinas CIPKs regulan
diferentes sistemas y que estan implicados en funciones distintas (Steinhorst, L. y Kudla, J.,

2013), la quinasa AtCIPK23 podria estar involucrada también en la regulacion de dicho sistema.

La activacion de AtHAKS por el complejo AtCIPK23/AtCBL1 requirié de la presencia tanto
del dominio catalitico como de la region C-terminal de AtCIPK23 (Figura 57). Hay evidencias
que indican que la funcidn del dominio catalitico de la quinasa en la modulacién del
transportador se asocia a su actuacidn sobre la proteina, y el dominio C-terminal estaria
implicado en la regulaciéon de la correcta localizaciéon del transportador. El canal AKT1 se
encuentra presente en la membrana plasmdtica en ausencia de AtCIPK23/AtCBL1, y su
activacion por dicho complejo implica su fosforilacion (Lee, S.C. y col., 2007; Li, L. y col., 2006);
sin embargo, la activacion del canal AKT2 por el complejo AtCIPK6/AtCBL4 puede originarse, de
forma parcial, cuando se expresa solamente el dominio catalitico de AtCIPK6 , y su transporte
del reticulo endoplamatico a la membrana plasmatica también es regulado por AtCIPK23,
siendo suficiente para ello la presencia del dominio C-terminal de la quinasa (Held, K. y col.,

2011).

Qi, Z. y col., (2008) mostraron que AtHAKS se detectaba en el reticulo endoplasmatico en
condiciones de K' suficiente, mientras que en ayuno de K’ la proteina estaba presente

principalmente en la membrana plasmatica. Segln esto, seria posible que este mecanismo de
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regulacién de un sistema de transporte por una CIPK basado en la translocacién del reticulo
endoplasmatico a la membrana plasmatica también operara en el caso de AtHAKS y AtCIPK23.
El hecho de que la presencia del dominio C-terminal auto-inhibitorio de AtCIPK23 sea
necesario para la complementacion funcional en levadura de AtHAK5 (Figura 57) sugiere que
la localizacién del transportador podria estar regulada por esta quinasa. Teniendo todo esto en
cuenta, podria considerarse que a bajas concentraciones de K, el complejo AtCIPK23/AtCBL1
podria activarse de forma parcial, activdndose Unicamente el dominio quinasa de AtCIPK23,
siendo suficiente para la regular al canal AKT1 a dichas concentracione; mientras que una
deficiencia severa de K* activaria totalmente al complejo, de forma que los dominios quinasa y
catalitico de AtCIPK23 llevasen a cabo la regulacion de AtHAKS. Esta hipdtesis podria explicar
que el mismo complejo regulase dos sistemas que operan a distintos rango de concentracion,
al igual que este complejo regula al transportador NRT1.1, sistema encargado de la absorcion
de NO; en los rangos de baja y alta afinidad (Ho, C.H. y col., 2009). Por todo esto, se sugiere
qgue la proteina AtCIPK23 podria estar involucrada tanto en la regulacion de la localizacién
subcelular de la transportador AtHAK5 como en la regulacién de su actividad mediante
fosforilacién, pero dichas hipdtesis necesitan ser estudiadas con detalle para ser confirmadas.
Que la proteina AtCIPK23 esté implicada en la modulacién de la absorcion de dos de los
nutrientes mds importantes para las plantas K"y NO5’, apoyaria la hipétesis de la existencia de
interacciones entre los mecanismos de sefializacion que modulan la adquisicidon de distintos

nutrientes.

Las proteinas CBLs en colaboracion con proteinas quinasa CIPKs, llevan a cabo una funcién
esencial en la regulacidn de sistemas implicados en la respuesta a distintos estreses abidticos
(Luan, S. y col., 2002; Weinl, S. y Kudla, J., 2009a). Un analisis filogenético de las CBLs de
Arabidopsis divide esta familia en tres grupos en base a su estructura (Batistic, O. y col., 2010).
AtCBL10 es el unico miembro del Grupo |, posee el N-terminal mas largo de la familia (Sanchez-
Barrena, M.J. y col.,, 2013; Batistic, O. y col., 2010) y se localiza tanto en la membrana
plasmatica como en el tonoplasto. Los miembros del Grupo Il (AtCBL1, 4, 5, 8 y 9) contienen el
dominio N-terminal mds corto. AtCBL1 y AtCBL9 se localizan en la membrana plasmatica,
mientras que AtCBL4, 5 y AtCBLS se distribuyen por toda la célula (Batistic, O. y col., 2010). La
presencia del dominio MGCXXS/T en las proteinas CBLs puede albergar modificaciones lipidicas
para su union a la membrana plasmatica (Batistic, O. y col., 2008; Weinl, S. y Kudla, J., 2009b).
El hecho de que AtCBL8 no contenga este motivo sugiere que un mecanismo desconocido
estaria implicado en su localizacion en la membrana. El papel de las proteinas AtCBL1, AtCBLS,

AtCBL9 y AtCBL10 en la activacion de AtHAKS junto con AtCIPK23 (Figura 62) estaria apoyado
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por el hecho de que estas CBLs se localizan en la membrana plasmatica (Batistic, O. y col.,

2010; Quan, R. y col., 2007).

Como se muestra en la Figura 63, CIPKs distintas a AtCIPK23 parecen activar AtHAKS junto
con AtCBL1. Segun el analisis filogenético realizado por Mao, J.J. y col., (2016), las AtCIPKs con
mayor homologia estructural a AtCIPK23 son AtCIPK3, AtCIPK9 y AtCIPK26, de las cuales,
AtCIPK9 y AtCIPK26 parecen activar AtHAKS en condiciones de bajo K* (Figura 63). El gen que
codifica AtCIPK9 se induce por diferentes estreses, como frio, dafio tisular y NaCl, y también
por ayuno de K* (Pandey, G.K. y col., 2007). El mutante nulo en la funcién de esta proteina,
cipk9, presenta hipersensibilidad en condiciones de bajo K*; sin embargo, no muestra menor
contenido interno de K" ni tiene alterada la capacidad de absorber K, por lo que parece que su
funcién no estaria relacionada con la adquisicién de K* (Pandey, G.K. y col., 2007). Por otra
parte, AtCIPK9 interacciona con AtCBL2/AtCBL3 en la membrana vacuolar, participando en la
homeostasis de K™ en condiciones de estrés por bajo K™ (Liu, L.L. y col., 2013). También en el
tonoplasto, la AtCIPK9 parece regular, en coordinacién con AtCIPK3/26 y 23 y mediante la
interacciéon con AtCBL2/3, la homeostasis de Mg** en situaciones de toxicidad por este catién
(Tang, R.J. y col., 2012). La quinasa AtCIPK26 interacciona con AtCBL1/AtCBL9 y fosforila a la
enzima RBOHF, incrementando la producciéon de ROS. Y también se ha visto que interacciona
con la E3 ligasa tipo RING denominada KEG (‘Keep on Going’) en la regulacion de la

sefializacion de ABA (Lyzenga, W.J. y col., 2017).

La siguiente quinasa mas proxima estructuralmente a AtCIPK23 que activé al
transportador AtHAK5 en condiciones de bajo K', en el ensayo de complementaciéon en
levadura realizado (Figura 63), fue AtCIPK1. Esta quinasa participa en la regulacion de la
respuesta a estrés, de forma independiente (mediante su interaccion con AtCBL1) vy
dependiente (con AtCBL9) a la sefializacién de ABA (D'angelo, C. y col., 2006), por lo que
AtCIPK1 podria actuar simultdneamente como regulador negativo y positivo. Una explicacién
posible podria ser que la formacidn del complejo dependiese de la concentracion intracelular

de Ca®* (Batistic, O. y Kudla, J., 2004).

AtCIPK12 parece estar involucrada en el crecimiento del tubo polinico (Steinhorst, L. y
col., 2015) mediante su interaccién con AtCBL2/3 en la membrana vacuolar. AtCIPK14 participa
en la sefalizacion de numerosos estreses en los que estan implicados distintos nutrientes
como fosfato (Linn, J. y col., 2017), en la relacién carbono/nitrégeno (Yasuda, S. y col., 2017), la
sefializacion de glucosa (Yan, J.L. y col., 2014), asi como en la regulacién en respuesta a NaCl

(Qin, Y.Z. y col., 2008). Por todo esto, no seria de extraiar la participacion de AtCIPK14 en la
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sefializacidn de otro tipo de estrés, como el ayuno de K*. En cuanto a las AtCIPKs 10 y 20 no se

ha encontrado nada descrito en la literatura.

Un experimento de doble hibrido en levadura donde se ensaya la interaccién entre
AtCBL1 y las 26 AtCIPKs identificadas en Arabidopsis, demuestra la interaccion fisica de esta
proteina con AtCIPK1 y con AtCIPK23 (Kolukisaoglu, U. y col., 2004). Sin embargo, ninguna de
las otras AtCIPKs que activan AtHAKS5 en presencia de AtCBL1 en condiciones de bajo K*
mostradas en este estudio interaccionaron con AtCBL1 en el ensayo realizado por
(Kolukisaoglu, U. y col.,, 2004). Una explicacién podria ser la alta probabilidad de falsos
negativos en un ensayo de doble hibrido en levadura (Xing, S.P. y col., 2016). Otra explicacion
seria la posibilidad de que estas AtCIPKs activaran AtHAK5 sin necesidad de formar un
complejo con una AtCBL, como ocurre en el caso contrario, en el que AtCBL10, es capaz de

regular la homeostasis de K* por interaccién de AKT1, sin necesidad de que este presente

ninguna CIPK (Ren, X.-L. y col., 2013).

El mecanismo por el cual un complejo CIPK-CBL regula un sistema no solo depende de sus
propiedades para unir el Ca** o la especificidad de sustrato, sino también en la especificidad en
la combinacion de la AtCIPK y la AtCBL (Sanchez-Barrena, M.J. y col., 2013). El analisis de dos
estructuras AtCIPK-AtCBL, muestra que unas pocas modificaciones en los aminoacidos pueden
controlar la especificidad de la interaccidn. Esto podria explicar las uniones de forma
indiscriminada entre estas proteinas, asi como la redundancia en la interaccién de ciertas

AtCBLs con AtCIPKs especificas (Sanchez-Barrena, M.J. y col., 2013).

Con el objetivo de estudiar la implicacion del dominio C-terminal en la regulacion
postraduccional de AtHAKS5, se llevaron a cabo deleciones de dicho dominio. La falta de
crecimiento de las células de levadura transformadas con la delecién a partir del residuo 539
(construccion AtHAK5A539) (Figura 65), podria deberse a la ausencia de proteina en la fraccion
de membranas totales (Figura 66). El hecho de que el transportador AtHAK5 con la siguiente
delecién (AtHAK5A555) complementara en levadura (Figura 65) y se detectara proteina (Figura
66) sugiere que los aminoacidos localizados entre los residuos 539 y 555 podrian ser esenciales

para la sintesis de la proteina o estar implicados en la estabilidad de la misma.

Las construcciones AtHAK5A555 y AtHAK5A571 complementaron la pérdida de los
sistemas TRK1 y TRK2 en la cepa 9.3, creciendo en condiciones de bajo K* y de forma
independiente a la presencia del complejo AtCIPK23/AtCBL1 (Figura 65). Sin embargo, la
siguiente delecion (AtHAK5A633) mostré menor actividad del transportador y no mostrd

activacion por AtCIPK23/AtCBL1 (Figura 65). Por tanto, se pensé que el dominio localizado
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entre ambos residuos podria actuar en la regulaciéon del transportador de una forma auto-

inhibitoria.

Hay que tener en cuenta que en los ensayos de complementacién en levadura con
AtHAKS vy sus distintas versiones se estan sobreexpresando las proteinas, ya que se utilizan
pldsmidos multicopia con un promotor que produce altos niveles de transcripcién de ADNc
clonado. Esto implica que no toda la proteina de AtHAKS tiene por qué estar en la membrana
plasmatica, sino que puede encontrarse en endomembranas. Por tanto, los ensayos de
inmunodeteccién llevados a cabo podrian no reflejar la cantidad de proteina que estaria
implicada en la entrada de K* a través del transportador AtHAK5 localizado en la membrana

plasmatica.

Tras lo observado, se formula una hipdtesis en la que estaria existiendo un dominio
imprescindible para la sintesis o estabilidad de la proteina AtHAK5, comprendido entre los
residuos 539 y 555; la existencia de un dominio represor o auto-inhibitorio, entre los residuos
571 y 633, implicado en el mantenimiento del transportador en un estado menos activo; un
dominio de activacidn, necesario para que el complejo AtCIPK23/AtCBL1 lleve a cabo su
funcién sobre AtHAKS; y regiones localizadas en el extremo final del dominio C-t que podrian

estar implicadas en la estabilidad de AtHAKS.

En la Figura 79 se ilustra dicha hipdtesis, donde se relaciona la actividad observada por
cada una de las construcciones con las posibles funciones otorgadas a los fragmentos del
dominio C-t. El transportador AtHAKS silvestre (Figura 79A), se encontraria en un estado de
baja actividad en ausencia del complejo AtCIPK23/AtCBL1 que podria deberse a la presencia de

un dominio auto-inhibitorio en el extremo C-t.
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Figura 79. llustracion de la hipoétesis sobre la implicacion de los distintos fragmentos del dominio C-
terminal de AtHAK5 en la regulacion del mismo en ausencia y presencia del complejo
AtCIPK23/AtCBL1. A) Transportador AtHAKS silvestre. B) AtHAK5A555. C) AtHAK5A571. D) AtHAK5A633.
E) AtHAK5A688. F) AtHAK5A744. El rectangulo azul representa el dominio esencial para la sintesis de la
proteina; el rectangulo rojo, el dominio implicado en la represidn; el rectangulo amarillo, el dominio de
activacidn necesario para la actuacion de AtCIPK23/AtCBL1; el rectangulo naranja claro, representa el
extremo final del dominio C-terminal, parte del cual podria estar implicado en la estabilizacién en la
membrana por distintas proteinas, representadas por los circulos naranja vy lila. Los circulos azul claro y
azul oscuro, representan el complejo AtCIPK23/AtCBL1. El circulo amarillo representa el residuo S35
fosforilado por CIPK23 (Dr. Javier Quintero, comunicacién personal) y el circulo rojo, el residuo F130.

Como se ha observado en el apartado 1 del Capitulo 2 de esta memoria de Tesis Doctoral,
la activacion de AtHAKS5 por el complejo dio lugar a una modificacién de sus propiedades
cinéticas en la absorcién de K, obteniéndose unos valores de V.., mayores y de K., menores
(Figura 56), acordes con un posible cambio conformacional de la proteina AtHAK5 tras la
activacion por AtCIPK23/AtCBL1. Siendo asi, deberia existir un dominio de activacion en el
extremo C-terminal que estaria implicado en dicha activacidn, podria estar comprendido entre
los residuos 633 y 688, puesto que, en presencia de esta region, la activacion de AtHAK5S
recupera su dependencia por el complejo AtCIPK23/AtCBL1 (Figura 65). Este cambio en la
conformacion de AtHAKS desencadenaria la pérdida de inhibicion por el dominio represor,

activandose el transportador.

En el ensayo de fosforilacidn realizado, se observd que AtCIPK23 estaria fosforilando a
AtHAKS5 en su dominio N-t (Figura 58). El grupo del Dr. Quintero ha identificado que dicha
fosforilacién se lleva a cabo sobre residuo de serina localizado en la posicidon 35 de AtHAKS
(Comunicacién personal, datos sin publicar). Como se puede observar en la Figura 80, la
sustitucion de dicho residuo (S35) por alanina (aminodcido no fosforilable) origina la pérdida

de activacidon de AtHAKS por el complejo AtCIPK23/AtCBL1.

100 mM KCI 0,01 mM KCI

AtHAKS

AtHAKS + CIPK23/CBL1

AtHAKS (S35A)

AtHAK5(S35A) + CIPK23/CBL1

Figura 80. Caracterizacion funcional del transportador AtHAK5 con la mutaciéon S35A, en ausencia y
presencia del complejo AtCIPK23/CBL1. Se muestra el crecimiento en medio PA con distintas
concentraciones de K" (100 y 0,01 mM), de células de levadura 9.3 que expresan el AtHAKS silvestre
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(AtHAKS) y el mutante AtHAKS (S35A), en ausencia o cotransformadas con el complejo AtCIPK23/AtCBL1
(+ CIPK23/CBL1).

El comportamiento de hiperactividad observado en el crecimiento de las células de
levadura con las construcciones AtHAK5A555 y AtHAK5A571 (Figura 65) se explicaria porque la
pérdida del dominio C-terminal a partir de los residuos 555 y 571 constituiria una
conformacién del transportador AtHAKS similar al transportador nativo en presencia de
AtCIPK23/AtCBL1, al no poseer los dominios de represidn ni ser necesario el cambio
conformacional que da lugar a activacion (Figura 79B y C, respectivamente). Para profundizar
en el estudio de esta hipodtesis, se introdujo la mutacidon S35A en la construccion AtHAK5A571
(Anexo 6.2) y se llevd a cabo el mismo ensayo de complementacion en la levadura 9.3 (Figura
65). La presencia de la mutacién S35A en la delecion a partir del residuo 571 (AtHAK5 S35A,
A571) permitid el crecimiento de la levadura a bajas concentraciones de K* (Figura 81),
confirmandose que la delecién a partir de este aminoacido es independiente de la presencia

de AtCIPK23/AtCBL1 para la activacion de AtHAKS.

100 mM Kl 0,01 mM KCl
AtHAKS WT L I

AtHAK5 WT + CIPK23/CBLL £ &% %
AtHAKS S35A,A571

AtHAKS S35A,A571 + CIPK23/CBL1

Figura 81. Caracterizacidon funcional del mutante AtHAK5 S35A,A571 en ausencia y presencia del
complejo AtCIPK23/AtCBL1. Se muestra el crecimiento en medio PA con distintas concentraciones de K*
(100 y 0,01 mM), de células de levadura 9.3 que expresan el AtHAKS silvestre (AtHAKS) y el mutante
AtHAKS (S35A,A571), en ausencia o cotransformadas con el complejo AtCIPK23/AtCBL1 (+ CIPK23/CBL1).

La baja actividad mostrada por la construccion AtHAK5A633 (Figura 65) se deberia a la
inhibicién permanente del transportador por el dominio de represion, que no es liberada por
el complejo AtCIPK23/AtCBL1 porque estaria ausente el dominio de activacion (Figura 79D). Se
considerd que el dominio de represion podria estar regulando el transportador mediante su
interaccion con el residuo F130 del transportador, localizado en la region citoplasmatica

denominada ‘Internal loop’ (IL). Se ha demostrado que la mutacién F130S da lugar a una
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versién de AtHAK5 muy activa a bajas concentraciones de K* (Aleman, F. y col., 2014). Se
formula esta hipdtesis porque esta activacion de AtHAK5 en el mutante F130S es
independiente a la presencia de AtCIPK23/AtCBL1 a bajas concentraciones de K* (Figura 82),
comportamiento similar al observado en las deleciones AtHAK5A555 y AtHAK5A571 (Figura
65).

100 mM KCl 0,01 mM KCl

AtHAKS |~
AtHAKS + CIPK23/CBL1

AtHAKS5 (F130S)
AtHAK5(F130S) + CIPK23/CBL1

Figura 82. Caracterizacion funcional del transportador AtHAK5 con la mutacion F130S, en ausencia y
presencia del complejo AtCIPK23/AtCBL1. Se muestra el crecimiento en medio PA con distintas
concentraciones de K" (100 y 0,01 mM), de células de levadura 9.3 que expresan el AtHAKS silvestre
(AtHAK5) y el mutante AtHAK5 (F130S), en ausencia o cotransformadas con el complejo
AtCIPK23/AtCBL1 (+ CIPK23/CBL1).

La delecidon interna de los aminodcidos desde la posicién 572 hasta la 625 origind la
pérdida de complementacién en levadura a baja concentracién de K* (Figura 67), que podria
deberse a que la eliminacién de una regién interna impidiese la correcta conformacion de la

proteina o la estabilidad de la misma.

Las construcciones AtHAK5A688 y AtHAK5A744, que presentan los posibles dominios de
represion y de activacion (Figura 79E y F), presentaron un comportamiento similar al
transportador AtHAKS silvestre, pero una menor activaciéon en la absorcién de K' a bajas
concentraciones del mismo (Figura 65). Esto seria compatible con que el final del dominio C-
terminal estuviera implicado en la estabilidad del transportador en la membrana. En relacién a
esto, se ha demostrado que la proteina Raf-like quinasa denominada ILK1 (‘Integrin-Linked
Kinase 1°), interacciona con los dominios C-t de AtHAKS5, promoviendo su acumulacién en
condiciones de deficiencia de K" (Brauer, E.K. y col., 2016). Seria posible por lo tanto que, la

menor activacidon observada en AtHAK5A688 y AtHAK5A744 respecto a WT, se debiera a la
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falta de acumulacién de AtHAKS en la membrana plasmatica, mediada por ILK1 (Figura 79E y

F).

Por otra parte, se podria considerar que este dominio localizado entre los residuos 572 y
633 estuviese implicado en la regulacién del transportador AtHAK5 mediante otro mecanismo
que no fuese auto-inhibicién. En condiciones de K* suficiente, la proteina HAK5 se detecta
principalmente en el reticulo endoplasmadtico; mientras que a bajas concentraciones externas
de K', estaria localizada en la membrana plasmatica ejerciendo su funcién (Qj, Z. y col., 2008).
Numerosos transportadores implicados en la adquisicidn de distintos nutrientes son regulados
a nivel postraduccional a través de su transporte a la membrana plasmatica. Por ejemplo, en
condiciones de alto fosfato externo, el transportador de fosfato (Pi) de alta afinidad, PHT1; 1 se
encuentra fosforilado en su dominio C-terminal, lo que origina su retencién en el reticulo

endoplasmatico (Bayle, V.y col., 2011).

Tras observar los resultados del ensayo de inmunodeteccion de AtHAKS en membranas
totales de levadura, no se podria concluir que las diferencias de actividad en la adquisicién de
K" se deban a una mayor o menor cantidad de proteina, puesto que las diferencias en la
intensidad de las bandas para las distintas construcciones no se correspondian con las

actividades observadas (Figura 66).

La presencia de bandas de gran tamafio en los ensayos de inmunodeteccidon de AtHAKS
con distintas deleciones seriadas de su dominio C-terminal (Figura 68) sugiere la posibilidad de
que, al igual que otros canales y transportadores de K*, el transportador de alta afinidad
AtHAK5 podria formar complejos proteicos. Al observar que la presencia del complejo
AtCIPK23/AtCBL1 no era esencial para la presencia de las bandas de gran tamafio (Figura 70),
se planted la posibilidad de que los complejos estuviesen formados por asociaciones de
AtHAKS consigo mismo. Para comprobarlo, se realiz6 un ensayo de BIFC en hojas de N.
benthamiana, donde se agroinfiltraron las construcciones correspondientes (AtHAK5::YFP¢ys5 ¥

AtHAKS::YFPN]jg).

Tras demostrar que podria existir interaccion AtHAK5-AtHAKS in planta (Figura 71), se
procedid a determinar los dominios de AtHAKS que podrian estar implicados en la interaccion;
sin embargo, no se observé interaccidon entre los dominios C-t e IL consigo mismos en el

ensayo de Y2H realizado (Figura 73).
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Daras, G. y col.,, (2015) demostraron que el transportador de K AtKUP4 estaria
interaccionando consigo mismo formando homodimeros. En el ensayo de doble hibrido
publicado por (Daras, G. y col., 2015), al comprobar si el dominio C-t de una subunidad AtKUP4
interaccionaba con el otro C-t, y si el dominio IL, también presente en AtKUP4, interaccionaba
con el dominio IL de otra subunidad, el resultado fue negativo para la interaccién. Sin
embargo, cuando estos autores realizaron el ensayo con distintas deleciones de dichos
dominios C-t e IL, observaron que habia interaccién cuando se eliminaban las regiones
relativamente hidrofdbicas presentes en los mismos. Es decir, el dominio C-t de una subunidad
AtKUP4 estaria interaccionando con el dominio C-t de la otra subunidad AtKUP4, pero en esta
interaccion no participa la regidn hidrofdébica presente en el dominio C-t. Y lo mismo ocurre
con el dominio IL. De igual forma que se describe para el transportador AtKUP4, al realizar el
ensayo de Y2H en AtHAKS, la naturaleza hidrofébica de la regién comprendida entre los
aminodcidos 540 y 600 del dominio C-t, y entre los residuos 123 y 140 del dominio IL (Figura
83), podria estar interfiriendo en la interaccidén de las regiones hidrofilicas implicadas en la
posible formacién de complejos, lo que podria estar impidiendo la interaccién de los dominios

completos en el ensayo de Y2H realizado (Figura 73).
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Figura 83. Grafica de hidrofobicidad de la secuencia proteica de AtHAK5. Se indican los distintos
dominios: region N-terminal (N-t), residuos 1 al 60; los 12 segmentos transmembrana (TMs),
sombreados en gris cada segmento, del | al XlI; la region ‘Internal Loop’ (IL), residuos 123 al 185; vy el
dominio C-terminal, del residuo 529 al 785. En amarillo se indican las regiones relativamente
hidrofébicas localizadas en el dominio IL, desde el residuo 123 al 140; y en el C-t, desde
aproximadamente el residuo 540 hasta el 600. Grafica realizada con la herramienta ProScale, modelo
Kyte & Doolittle, utilizando un intervalo de 21 aminoacidos (método por defecto).

En la Figura 84, se muestra la hipdtesis de interaccion de AtHAKS consigo mismo para la

formacién de un homodimero teniendo en cuenta las regiones hidrofébicas presentes en cada

dominio.

[ Nt[ ] - TMs |l | cC-terminal ]
AtHAKS - AtHAKS = = ‘ EE=EZ=E=

[ N-t [ [ - TMs ] | | C-terminal ]

Figura 84. Hipadtesis de la interaccion de AtHAK5 consigo mismo en la formacion de un homodimero.
N-t representa el dominio N-terminal de AtHAKS; IL, indica el dominio denominado ‘Internal Loop’; TMs
hace referencia a los dominios transmembrana; y C-terminal, al dominio C-terminal de AtHAKS5. Las
zonas amarillas sefalan las regiones hidrofébicas dentro de los dominios IL y C-terminal. El simbolo en
rojo indicaria la interaccién entre los dominios. A diferencia de la Figura 72, esta hipdtesis considera que
las regiones hidrofdébicas presentes en los distintos dominios no estarian participando en la interaccién.

En los ensayos de inmunodeteccion, se observé que las bandas de gran tamafio que
podrian corresponderse a complejos proteicos eran menos intensas en las deleciones
realizadas a partir de los aminoacidos 555 (AtHAK5A555) y 571 (AtHAK5A571) (Figuras 68 y
70). De acuerdo con la hipdtesis formulada (Figura 84), la menor estabilidad observada en
estas deleciones se explicaria por la ausencia de las regiones del dominio C-terminal implicadas

en la interaccidn para la formacion de homoémeros (Figura 85).
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Figura 85. Hipétesis de la interaccidn de AtHAKS con las distintas deleciones en el dominio C-terminal
en la formacion de homodimeros. N-t representa el dominio N-terminal de AtHAKS; IL, indica el
dominio denominado ‘Internal Loop’; TMs hace referencia a los dominios transmembrana; y C-terminal,
al dominio C-terminal de AtHAKS. Las zonas amarillas sefialan las regiones hidrofébicas dentro de los
dominios IL y C-terminal. El simbolo en rojo indicaria la interaccién entre los dominios. Esta hipdtesis
considera que las regiones hidrofébicas presentes en los distintos dominios no estarian participando en
la interaccion.

En el alineamiento de las secuencias de proteinas de distintos transportadores de la
familia HAK/KUP/KT (Figura 86), se puede observar que las regiones de AtHAK5 que podrian
estar implicadas en la formacién de homodimeros no se encuentran conservadas en los
distintos transportadores de la misma familia, siendo las regiones hidrofdbicas (sefialadas en

amarillo), las regiones que presentan mayor grado de conservacion. La variabilidad en estas
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regiones tendria como objeto prevenir la formacién de heterémeros entre los miembros de la

misma familia, siendo asi zonas selectivas para la formacién de homdmeros.

Antes de descartar que no haya interaccién entre los dominios C-t e IL entre si mismos,
como indica el ensayo Y2H realizado en esta memoria de Tesis Doctoral, se deberd llevar a

cabo un ensayo de Y2H teniendo en cuenta las regiones hidrofdbicas de cada dominio.
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Figura 86. Alineamiento de las secuencias de proteinas de distintos
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transportadores de K' de la familia HAK/KUP/KT de Arabidopsis. Se muestran las secuencias

correspondientes a los dominios citoplasmaticos N-terminal (A), ‘Internal Loop’ (B) y el extremo C-terminal (C), de la secuencia de AtHAKS5, alineados con las secuencias de
distintos transportadores de la familia HAK. En amarillo, los residuos de caracter hidrofébico de AtHAKS dentro de los dominios IL y C-terminal, segun la herramienta ProScale.
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En la regién TM1 de los transportadores de la familia HAK/KUP/KT se ha encontrado un
motivo altamente conservado (GxxGYGD) (Figura 74) que presenta gran similitud al dominio
poro descrito en los canales de K" (GYGD). Los residuos de cardcter acido transmembrana
esenciales para la absorcién de K* por el transportador ECKUP (Sato, Y. y col., 2014) también se
encuentran conservados a lo largo de la familia HAK/KUP/KT. En este apartado se ha llevado a

cabo la mutacion de estos residuos de AtHAKS para analizar su relevancia funcional.

La pérdida de funcién del transportador AtHAKS cuando estos residuos se sustituyen por
alanina (Figuras 75 y 76), no estaria causada por la ausencia de proteina de membrana (Figura

78), por lo que podria relacionarse con la adquisicion de K.

Las mutaciones en los residuos G74A, S76A y P77A sin embargo, resultaron en versiones
de AtHAK5 mds activas en la adquisicién de K" en condiciones de bajo K', de forma
independiente a la presencia del complejo AtCIPK23/AtCBL1 (Figuras 75 y 76). Mackinnon, R.,
(2003) establecié que la glicina conservada en la hélice a continuacidn del dominio poro en los
canales de K" actuaria de bisagra, permitiendo el cierre y el bloqueo del canal. Esta glicina, que
se encuentra conservada en los transportadores de la familia HAK/KUP/KT (Figura 87), podria
estar actuando de igual forma en el transportador AHAK5, mediante su interaccién con los
residuos dispuestos a continuacion del posible motivo poro. De esta forma, la sustitucidon de
estos residuos por alanina (aminodcido sin cadena lateral) no permitiria que se produjese la
interaccion del residuo original con la glicina mencionada, impidiéndose el cierre del dominio

poro, lo que llevaria a la actuacion del transportador de forma permanente.

EcKUP ——NKQSLPAITLARIGVVYGDIGTSEFLYTLRECLSGQFGFGVERDAVFGFLSLIFWLLIFVVSIKYLTFVMRADNAGE 80
AtHAK5 WR--—-TTMSLAFQSIGVVYGDIGTSPLYVYASTFTDGIND---KDDVVGVLSLIIYTITLVALLKYVEIVLQANDNGE 126
HVHAK1 WM---RTLSLAFQEVGIIYGDIGTSPLYVYSSTFPDGIKN---RDDLLGVLSLILYTLITITIPMLKYVEFIVLYANDNGD 113
OsHAK1 WA---VTLHLAFQSVGIIYGDIGTSPLYVYSSTFPDGIGH---RDDLVGVLSLILYTLIIIPMLKYVFIVLYANDNGD 123
CaHAK1 WK---TVLSLAFQSVGVIYGDIGTSPLYVFASTFTDKIGH---KDDILGVLSLIIYTIILVPMTKYVFIVLWANNNGD 127
AtHAK8 WW-——TVLTLAYQSLGVVYGDLATSPLYVYKSTFAEDITHSETNEEIFGVLSLIFWTILTLIPLVKYVFIVLRADDNGE 91
AtkUP3 WMNLSSNLILAYQSFGVVYGDLSTSPLYVFPSTFIGKLHKHHNEDAVEGAFSLIFWTLTLIPLLKYLLVLLSADDNGE 96
AtkUP6 WR-—--TVLTLAYQSTLGVVYGDLSISPLYVYKSTFAEDTHHSESNEETIFGVLSFIFWTITLVPLLKYVF IVLRADDNGE 90
Atkup1o KEFSAFLLLQLSFQSLGVVYGDLGTSPLYVEYNTFPRGIKD-—-PEDIIGALSLIIYSLTLIPLLKYVEVVCKANDNGQ 124
AtkUp11 EKFSALLLLQLSFQSLGVVYGDLGTSPLYVEYNTFPHGIKD---PEDIIGALSLIIYSLTLIPLLKYVEVVCKANDNGO 125
AtkUP12 ——SLLTTLGIAFQTLGVVYGDMGTSPLYVFSDVFSKVP--IRSEVDVLGALSLVIYTIAVIPLAKYVFVVLKANDNGE 157
koo khks  KxkkK . TR * kaes ko

Figura 87. Alineamiento de secuencias de proteinas de la region TM1 de transportadores de la familia
HAK de distintas especies. En amarillo se muestra el motivo conservado, que guarda similitud con el
motivo GYGD, dominio poro descrito en canales de K'. En azul, la glicina conservada que podria
interaccionar con los residuos adyacentes al posible dominio poro en AtHAKS5.
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Futuras determinaciones basadas en el estudio del resto de aminodcidos presentes en
estos dominios, asi como en la glicina conservada que podria estar implicada en la apertura y
cierre del dominio poro en el transportador AtHAKS, permitirian profundizar en Ia
identificacion y caracterizacion de los aminodcidos esenciales para reconocimiento y union del

K" por el transportador AtHAKS.
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La presencia de ion cesio (Cs’) a altas concentraciones, rango milimolar, en la solucién del
suelo, puede llegar a ser tdxica para las plantas, ya que el Cs" afecta a ciertos procesos
bioquimicos que llevan a la necrosis de los tejidos (White, P.J. y Broadley, M.R., 2000). Cuando
el Cs" estd presente en el exterior a bajas concentraciones, en el rango micromolar, también
puede acumularse en la planta, aunque no produce toxicidad en la misma. Sin embargo,
cuando se trata de radiocesio, puede terminar afectando la salud animal y humana a través de

la cadena alimenticia.

Para reducir los efectos toxicos del Cs*y minimizar su entrada a la cadena alimenticia, se
pueden abordar dos estrategias basadas en las plantas: la recuperacion de suelos mediante
fitoremediacion utilizando plantas con una gran capacidad para acumular el Cs* (Sharma, S. y
col., 2015) o la reduccién de acumulacién de Cs* en las plantas al disminuir su capacidad para
absorber el Cs* (White, P.J. y Broadley, M.R., 2000). Para poder llevar a cabo estas estrategias
seria necesaria la identificacion y caracterizacién de los mecanismos implicados en la

absorcion, translocacién y movilizacién del Cs* a través de la planta.

Por ser un catién similar al K*, el Cs* compite con éste en su unién a determinados
transportadores de K*, es decir, muchos sistemas de transporte de K" son permeables al Cs"
(Véry, A.-A. y col., 2014). De acuerdo con esto, se ha descrito que el Cs* provoca la inhibicién
de la absorcién de K* (Adams, E. y col., 2013; White, P.J. y Broadley, M.R., 2000; Epstein, E.y
Hagen, C.E., 1952; Maathuis, F.J. y Sanders, D., 1996; Sheahan, J.J. y col.,, 1993a). Se han
identificado varias rutas de absorcién de Cs” en Arabidopsis (Caballero, F. y col., 2012; Genies,
L.y col., 2017), Riccia fluitans (Heredia, M.A. y col., 2002) y arroz (Nieves-Cordones, M. y col.,
2017). Estos estudios apuntan a que NSCCs y transportadores del tipo HAK podrian ser los

responsables de la absorcién de Cs*de baja y alta afinidad, respectivamente.

Mientras que en Arabidopsis existen varios estudios sobre los sistemas de absorcion de
Cs’, en tomate apenas existe informacién. En este capitulo se presenta un estudio sobre los

mecanismos moleculares implicados en la absorcidn de Cs* en plantas de tomate.
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1- EFECTO DE LA PRESENCIA DE ALTAS CONCENTRACIONES DE Cs* SOBRE LA
ABSORCION DE K* DE ALTA AFINIDAD.

Estudios previos en Arabidopsis han mostrado que la presencia de Cs* en el medio de
cultivo da lugar a plantas de menor tamafio, deficientes de K* y a una induccién del

transportador de alta afinidad AtHAK5 en condiciones de K" suficiente (Adams, E. y col., 2013).

En este apartado, se estudian los efectos de la presencia de Cs* en la solucién externa

sobre la absorcién de K* por parte de las raices de plantas de tomate.

En primer lugar, se llevé a cabo un experimento preliminar para ver los efectos que
producia sobre la planta de tomate, la presencia de concentraciones de 0,05y 1 mM Cs’ en el
medio externo. En condiciones de K" suficiente (1,4 mM) se observé toxicidad en presencia de

1 mM de Cs* (Figura 88), y asi se utilizé esta concentracién en el siguiente experimento.

mM Cs*

Figura 88. Parte aérea de plantas de tomate de 21 dias de edad, tratadas durante los ultimos 7 dias en
presencia de 1,4 mM de K' y de 0,05 y 1 mM de Cs".

1.2-EFECTO SOBRE LA CAPACIDAD DE ABSORCION DE K+.

Se germinaron semillas de tomate variedad Micro-Tom en las condiciones detalladas en
MyM, apartado 1.3.1.1.1 y se cultivaron durante 15 dias en solucién nutritiva 1/5 de Hoagland
modificada (MyM, apartado 1.3.1.1.1). Transcurrido este tiempo, se transfirieron a la misma

SN en ausencia (+ K*) y presencia de 1 mM de Cs* (+ K"+ 1 mM Cs’), durante 7 dias.
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Con el fin de comprobar si estas plantas presentaban capacidad de absorber K" en el rango
de alta afinidad, se realizd un experimento para medir la desapariciéon de K" presente en una
solucion externa con 50 uM de K* (MyM, apartado 2.1.2.2.2). La tasa de flujo de absorcién de
K* (Figura 89) se calculé como la variacidn en la concentracién de K* en la solucién externa, por

gramo de peso seco de raiz y unidad de tiempo.

Como se observa en la Figura 89, las plantas tratadas durante 7 dias con K* suficiente y 1
mM de Cs* no mostraron absorcién de K*, por lo que la presencia de Cs* no indujo la capacidad

de absorcion de K* de alta afinidad en raices de plantas de tomate.
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Figura 89. Tasa de flujo de K de una solucién externa con 50 uM de K" por las raices de plantas de
tomate tratadas durante 7 dias en ausencia o presencia de 1 mM de Cs’. Se muestra la media de 3
repeticiones y las barras con letras diferentes indican diferencia significativa a P< 0,05 segun el Test de

Tukey.
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1.3- EFECTO SOBRE LA CONCENTRACION DE K.

Las plantas utilizadas en el experimento de absorcién de K* descrito anteriormente fueron
utilizadas para su analisis mineral. Tras determinar las concentraciones de los minerales
presentes en el material vegetal (MyM, apartado 2.1.2.2.2.2), se observé que las plantas
tratadas con Cs* presentaban menor concentracién de K, tanto en la raiz como en la parte
aérea (Figura 90). Este efecto fue mas evidente en raices, donde la concentracién de K* se
redujo en un 47 %. Ademas, acumularon Cs* en ambos tejidos, aproximadamente 0,2 mmol g*

de peso seco (Figura 90).
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Figura 90. Contenido de K’ y de Cs* en la raiz y la parte aérea de plantas de tomate tratadas durante 7
dias en ausencia o presencia de 1 mM de Cs*. Se muestra la media de 3 repeticiones y las barras con
diferentes letras indican diferencia significativa a P< 0,05 segun el Test de Tukey. 'ns’ indica ‘no

significativo’.

1.4- EFECTO SOBRE LA TRANSCRIPCION DE SIHAKS.

Se estudio la respuesta del gen SIHAK5S en las plantas de tomate sometidas a los mismos

tratamientos descritos anteriormente. Al igual que se ha descrito en los ensayos anteriores, se
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extrajo el ARN de raices, se sintetizd el ADNc correspondiente y se analizd la expresion de
SIHAK5 mediante RT-gPCR, de igual forma a la descrita anteriormente, utilizando el gen SIEF-

la como gen de referencia.

No se observé induccién de la expresién del gen SIHAK5 en plantas cultivadas en

presencia de Cs" y K" suficiente (Figura 91).
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Figura 91. Expresion del gen SIHAK5 en raices de plantas de tomate tratadas durante 7 dias en
condiciones de K" suficiente y presencia o ausencia de Cs*, mediante PCR en tiempo real. Los niveles
de expresion se muestran como el Log, FC de SIHAK5 en las muestras tratadas respecto a las muestras
control (crecidas en la solucién nutritiva completa) segin el método comparativo de C;. Se muestra la
media de 3 repeticiones. ‘ns’” indica ‘no significativo” a P< 0,05 segun el Test de Tukey.
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2- ABSORCION DE Cs* EN EL RANGO DE BAJA AFINIDAD.

Los resultados obtenidos en el apartado anterior muestran que las plantas cultivadas en
presencia de Cs" a una concentracién de 1 mM, acumulan este catidn en la raiz y en la parte
aérea (Figura 90). Por tanto, debe existir un mecanismo mediante el cual se absorbe el Cs* en
presencia de K*. Se ha propuesto que la absorcién de Cs* puede llevarse a cabo en las plantas
de Arabidopsis por el transportador HAKS5 o por NSCCs (Broadley, M. y col., 2001; Caballero, F.
y col., 2012). Como el gen SIHAKS5 no se indujo en las condiciones experimentales anteriores
(Figura 91), se estudid si los NSCC podrian ser los responsables de la absorcién de Cs* en estas

condiciones.

Broadley, M. y col., (2001) observaron que el Ca** podria competir con otros sustratos de
los NSCC, como por ejemplo el Cs*. Por este motivo, se realizdé un experimento con el objeto de
estudiar si la presencia de Ca®* afectaba a la acumulacién de Cs* en plantas de tomate. Se
cultivaron las plantas durante 15 dias en solucion 1/5 de Hoagland modificada vy
posteriormente se trataron durante 7 dias en presencia o ausencia de 1 mM Cs’ y distintas

concentraciones de Ca** (Tabla 50).

Tabla 50. Concentraciones de K*, Ca®* y Cs* en las soluciones utilizadas para los distintos tratamientos.
"El Ca®* se afiadi6 en forma de Ca (NO3),-4H,0 y de Ca (H,P0,4),;H,0 hasta 1,5 mM vy el resto hasta 10
mM en forma de CaCl,; el Cs* se afiadié en forma de CsCl.

Tratamiento’ K'(mM) Ca*(mM) Cs*'(mM)

Control 1,4 1,5 0
0,8Ca+1Cs" 1,4 0,8 1
1,5Ca+1Cs’ 1,4 1,5 1
10Ca+1Cs" 1,4 10 1

Cuando el Ca** estaba presente a altas concentraciones en la solucién nutritiva con 1 mM
de Cs’ disminuyeron los sintomas de toxicidad y la acumulacién de este catién en la raizy en la
parte aérea (Figura 92). Estas plantas también presentaron mayores pesos frescos (Figura 92B)
y menores concentraciones de Cs* en la raiz y en la parte aérea (Figura 92C), mientras que las
concentraciones de K* no se vieron afectadas (Figura 92D). Por tanto, se deduce que el sistema
implicado en la absorcidn de Cs* en el rango de concentracién milimolar y en presencia de K*

seria sensible a Ca**.
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Figura 92. Efecto del Ca”* en la acumulacién de Cs* en plantas de tomate crecidas en K*. A) Fotografia
de plantas de tomate crecidas durante 15 dias en solucidn nutritiva completa y tratadas durante 7 dias
en presencia de K*, 1 mM de Cs' y distintas concentraciones de ca* (0,8, 1,5 y 10 mM). Pesos frescos
(B), concentraciones de Cs’ (C) y concentraciones de K (D) de raiz y parte aérea de plantas de tomate
cosechadas al final de los tratamientos. Se muestra la media de 3 repeticiones y las barras con letras
diferentes indican diferencia significativa a P< 0,05 segun el Test de Tukey.
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3- ABSORCION DE Cs* EN EL RANGO DE ALTA AFINIDAD.

En este apartado se muestra un estudio realizado en plantas de tomate tratadas en
presencia y ausencia de K y de distintas concentraciones de Cs* en el rango micromolar (Tabla
51). Las plantas se crecieron durante 15 dias en SN Hoagland modificada completa y

posteriormente se sometieron a 7 dias en los tratamientos descritos en la Tabla 51.

Tabla 51. Concentraciones de K' y Cs* presentes en la SN para los distintos tratamientos. "EI K' se
afiadié en forma de KCl y el Cs* en forma de CsCl.

Tratamiento’ K" (mM) Cs* (uM)
Control 1,4 0
+K"+12,5Cs" 1,4 12,5
+K' +25Cs' 1,4 25

+ K" +50Cs" 1,4 50
-K 0 0
-K*+12,5Cs* 0 12,5
-K'+25Cs" 0 25
-K'+50Cs" 0 50

Las plantas crecidas con K* presentaron menor acumulacién de Cs*, mientras que en las
plantas ayunadas de K las concentraciones internas de Cs* fueron superiores (Figura 93). La
raiz acumuld mas Cs* que la parte aérea (Figura 93), y presentd concentraciones similares a las
de las plantas crecidas con K" y 1 mM de Cs* (Figura 92C). Estos resultados indican que la
deficiencia de K' parece estar induciendo un sistema que permite la absorcién de Cs' a

concentraciones micromolares.
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Figura 93. Contenido de Cs' en la raiz y la parte aérea de plantas de tomate tratadas durante 7 dias en
presencia o ausencia de K y presencia de distintas concentraciones de Cs*. Se muestra la media de 3

repeticiones y las barras con diferentes letras indican diferencia significativa a P< 0,05 segun el Test de
Tukey.

Con el fin de investigar este sistema, se llevd a cabo un experimento de desaparicién de
Cs' presente en una solucién externa, como se ha descrito previamente para el K*. Se utilizaron
plantas crecidas durante 7 dias en SN completa, y tratadas durante 7 dias en presencia o
ausencia de K. Se transfirieron a recipientes que contenian 50 pM de CsCl y se tomaron
muestras de esta solucion externa cada 15 minutos durante 3 horas. Se midieron las

concentraciones de Cs* de las muestras de solucién externa y se representaron frente al

tiempo (Figura 94).
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Figura 94. Curvas de desaparicion de Cs* de una solucién externa con raices de plantas de tomate
ayunadas de K'. Las plantas crecidas en solucién nutritiva completa (control) se ayunaron de K™ (circulos
negros) o siguieron en la solucién control (circulos blancos) durante 7 dias. Posteriormente se
transfirieron a una solucién nutritiva completa con 50 uM de Cs* de la que se tomaron muestras a
distintos tiempos para medir la concentracién de Cs’. Se representan las concentraciones de Cs* de la
solucién externa a las raices frente al tiempo.

Las raices de las plantas crecidas en presencia de K" no daban lugar a la desaparicién del
Cs" externo, mientras que las de las plantas ayunadas de K" si, agotando el Cs* externo hasta
una concentraciéon de 10 uM en 3 horas, compatible con una absorcién de Cs* de alta afinidad

(Figura 94).

Se calcularon los flujos de Cs* a partir de los contenidos de Cs* de la solucidn externa entre
dos puntos de la curva de desaparicidon por gramo de peso fresco de raiz por hora (Figura 95).
Ademads, estos experimentos se repitieron afiadiendo 1 mM de NH," (inhibidor del
transportador HAK5) a la solucién externa que contenia 50 pM de Cs’, y se observé que la
absorcidn de Cs’ se inhibidé completamente (Figura 95A). Sin embargo, cuando el experimento
se realizaba en presencia de 1 mM de Ba®* (bloqueante de canales de K*y de NSCC) no se
afectd la absorciéon de Cs* (Figura 95A). La presencia de altas concentraciones de Ca®* en la
solucidn externa tampoco afectd a la absorcién de Cs* en el rango de alta afinidad (Figura 95B).
Las plantas sometidas a estas mismas condiciones se emplearon para llevar a cabo
experimentos de flujo de K observandose un mismo comportamiento que en el caso del Cs*

(Figura 95 Cy D).
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Figura 95. Tasa de flujo de absorcion de Cs* y de K* por raices de plantas de tomate. Se determind la
capacidad de absorcién de Cs* y K', por las raices de plantas tratadas durante 7 dias en ausencia o
presencia de K. De una solucién externa con 50 pM de Cs'y presencia de NH," o Ba** (A) y Ca** (B); y de
una solucién externa con 50 uM de K"y presencia de NH," o Ba®*(C) y Ca>* (D). Se muestra la media de 3
repeticiones y las barras con diferentes letras indican diferencia significativa a P< 0,05 segun el Test de

Tukey.

Para tener méas evidencias de que el transportador SIHAK5 media la absorcién de Cs* de
alta afinidad, se realizaron ensayos de desaparicion de Cs* de la solucién externa, tras el

tratamiento de las plantas en condiciones que reprimen el gen SIHAKS.

Las plantas ayunadas de K"y tratadas con Na®, conocido inhibidor de la expresién de
SIHAK5 (Nieves-Cordones, M. y col., 2007), presentaron un menor flujo de absorcién de Cs*
que las ayunadas de K" en ausencia de Na* (Figura 96). Y la capacidad de absorcién de Cs* fue

menor conforme mayor era la concentracidon de Na* presente en la SN de tratamiento.
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Figura 96. Tasa de absorcion de Cs' por raices de plantas de tomate tratadas en presencia y ausencia
de K"y concentraciones crecientes de Na‘. Se muestra la media de 3 repeticiones y las barras con
diferentes letras indican diferencia significativa a P< 0,05 segun el Test de Tukey.

Puesto que se ha demostrado que SIHAKS se inhibe por tratamientos que despolarizan la
membrana plasmatica, y el Cs* produce este efecto (Nieves-Cordones, M. y col., 2008; Nieves-
Cordones, M. y col., 2017; Caballero, F. y col., 2012), se determind el flujo de Cs* desde una
solucién externa con 50 pM de Cs’ por las raices de plantas tratadas durante 7 dias en
ausencia de K' y presencia de distintas concentraciones de Cs* (0, 12,5, 25 y 50 puM). La
presencia de concentraciones micromolares de Cs* durante el tratamiento de ayuno de K*

disminuyd la tasa de absorcién de dicho cation en el rango de alta afinidad (Figura 97A).

En paralelo, las plantas tratadas en las mismas condiciones se destinaron a extraer el ARN
y sintetizar el ADNc correspondiente para medir los niveles de expresidon de SIHAK5 mediante
PCR en tiempo real. La induccidon del gen SIHAK5 debida al ayuno de K', se inhibid en las

plantas tratadas con Cs" a concentraciones micromolares (Figura 97B).

248



Resultados y Discusion: Capitulo 3

A
3.0
50 uM Cs* c
2.5 A
a_ 2.0 A
=
5 3 ] b
g 1.5 T
g ™
£ 2 10
]
a
0.5 -
e
0.0 T T T T T
Cs* (uM): 0 0 12,5 25 50
c (+k*) K+
B
5
b
4 1 b
[
a
¢ ¥ T
'~ a
")
o
2 ] T
1 4
0 T T T T T
Cs' (uM): 0 0 12,5 25 50

C (+k*) Kt

Tratamiento

Figura 97. Tasa de absorcién de Cs* (A) y niveles de expresion del gen SIHAK5 (B) de raices de plantas
de tomate tratadas en presencia y ausencia de Ky concentraciones crecientes de Cs*. Se muestra la
media de 3 repeticiones y las barras con diferentes letras indican diferencia significativa a P< 0,05 segun
el Test de Tukey.

Debido a que la presencia de Cs* micromolar reprime la sobreexpresién del gen SIHAK5
inducido por ayuno de K, se determind el efecto de estas concentraciones de Cs* sobre la
absorcidon de K' de alta afinidad. Se realiz6 un experimento de desaparicién del K* de una
solucidn externa que contenia 50 uM de K* por las raices de plantas de tomate tratadas de
igual forma, en ayuno de K' y presencia de distintas concentraciones de Cs". La presencia de
Cs" en la solucidn de tratamiento redujo la capacidad de absorber K* de alta afinidad de estas

plantas ayunadas de K" (Figura 98).
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Figura 98. Efecto de la presencia de concentraciones micromolares de Cs* en la absorcién de K* de alta
afinidad por plantas ayunadas de K'. Tasa de absorcion de K* por raices de plantas de tomate tratadas
en ausencia de K* y presencia de crecientes concentraciones de Cs' (12,5, 25 y 50 uM), calculadas como
la variacién en la concentracién de K* en la solucidn externa, por gramo de peso fresco de raiz y unidad
de tiempo. Se muestra la media de 3 repeticiones y las barras con diferentes letras indican diferencia
significativa a P< 0,05 segun el Test de Tukey.

Como ya se ha mostrado en esta memoria de Tesis Doctoral (Capitulo 2, apartado 1), la
presencia de Ag’ (bloqueante del efecto del etileno), o de DPI (inhibidor de la produccién de
ROS) en la SN de tratamiento, reprime la induccion del gen SIHAK5 producida en condiciones
de ayuno de K' y la absorcién de K de alta afinidad asociada a dicha induccién. Por ello, se
utilizaron estos compuestos para profundizar en el estudio de la absorcién de Cs* de alta
afinidad. El tratamiento con Ag’y DPI dio lugar a la disminucidn de las tasas de absorcién de
Cs’, y esta reduccidn fue mayor conforme mayor era la presencia de estos compuestos en la

SN (Figura 99 Ay B).

La disminucién de la absorcién de Cs* de alta afinidad en condiciones en las que el
transportador SIHAKS estd inhibido, parece indicar que la absorcién de este catidn en el rango

micromolar estaria mediada por este transportador.
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Figura 99. Tasa de absorcion de Cs* por raices de plantas de tomate tratadas en presencia y ausencia
de K’y presencia de Ag" (C) o DPI (D). Se muestra la media de 3 repeticiones y las barras con diferentes
letras indican diferencia significativa a P< 0,05 segun el Test de Tukey.
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DISCUSION

Debido a su competicién con el K, la presencia de altas concentraciones de Cs* en el
medio provoca una disminucion en el contenido de K* en raiz y parte aérea de la planta (Cline,
J.F. y Hungate, F.P., 1960; Hampton, C.R. y col., 2004; Nieves-Cordones, M. y col., 2017). En
Arabidopsis, esta disminucién del contenido de K* (Adams, E. y col., 2013) es similar a la que
produce un ayuno del nutriente durante 7 dias, que induce el sistema de entrada de K* de alta
afinidad AtHAKS (Rubio, F. y col., 2008). Sin embargo, la induccidon que observan (Adams, E. y
col., 2013) en las plantas tratadas con altas concentraciones de Cs* es muy inferior a la
observada en las plantas ayunadas de K" (Rubio, F. y col., 2008). Esto es compatible con la idea
de que la presencia de Cs’ reprime la induccién de AtHAKS5 debida a la falta de K'. En este
estudio se han expuesto plantas de tomate a presencia de K" y concentraciones de 1 mM de
Cs'. Estas plantas mostraron sintomas de toxicidad (Figura 88) y menores concentraciones de
K* (Figura 90). Sin embargo, no se observé induccidn del gen SIHAKS, sino represion el mismo
(Figura 91), ni tampoco se observé absorcion de K™ de alta afinidad (Figura 89). Por tanto,
aunque la presencia de Cs* da lugar a la represién de la induccién del sistema de absorcién de
K" de alta afinidad mediado por HAKS, podrian existir diferencias en la respuesta a la presencia

de Cs" en tomate y Arabidopsis.

Las plantas de tomate tratadas en condiciones de K suficiente y presencia de Cs’,
acumularon Cs* en la parte aérea y en la raiz (Figura 93). Esto significa que hay un sistema de
absorcién de Cs” en la planta de tomate que funciona en estas condiciones. Este sistema es
sensible al Ca®*, de igual forma a como se ha mostrado en Arabidopsis (Broadley, M. y col.,
2001; Caballero, F.y col., 2012). El aumento de las concentraciones externas de Ca®* dio lugar a
una menor acumulacién de Cs* (Figura 92C) pero no redujo las concentraciones internas de K*
de las plantas (Figura 92D). Esto podria explicarse si los mecanismos de absorcién de Cs* y K*
en el rango de baja afinidad son distintos. Mientras que la absorcién de Cs* podria llevarse a
cabo via NSCC, la absorcién de K* de baja afinidad tendria lugar a través del homdlogo a AKT1
en tomate, LKT1 (Hartje, S. y col., 2000), aunque no se puede descartar que los NSCC también

contribuyan a la absorcién de K* de baja afinidad.

Aunque la presencia de Cs" a concentraciones micromolares no produzca toxicidad en la
planta, su acumulaciéon en cultivos, como en tomate (Yasutaka, T. y col., 2014), puede causar
problemas de salud animal y humana si se trata de radiocesio. Se ha propuesto en Arabidopsis

al transportador de K" de alta afinidad como candidato para la absorcién de Cs* de alta afinidad
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(Genies, L. y col., 2017; Hampton, C.R. y col., 2004; Qi, Z. y col., 2008). Recientemente, se han
publicado estudios sobre los mecanismos moleculares implicados en la absorciéon de Cs*
radiactivo en arroz (Nieves-Cordones, M. y col., 2017; Ishikawa, S. y col., 2017). Estos estudios
también proponen a los sistemas de absorcidn de K* de alta afinidad como candidatos para la
absorcion de Cs* por parte de las raices de las plantas de arroz en este rango de

concentraciones de Cs".

En esta Tesis Doctoral se observa que Gnicamente las plantas ayunadas de K* presentaron
absorcién de Cs* de alta afinidad. Esta absorcion de Cs* mostré ser sensible a NH," externo, e
insensible a Ba** y Ca®* (Figura 95), caracteristicas de absorcion similares a las de la absorcién
de K de alta afinidad. Estos resultados indican que la entrada de K" y Cs* de alta afinidad

puede tener lugar por el mismo sistema, muy posiblemente el transportador SIHAKS.

Para profundizar en este estudio, se caracterizd la absorciéon de Cs* en condiciones que
afectan a la expresiéon de SIHAKS. La presencia de Na*, que reprime el sistema SIHAK5 (Bacha,
H. y col., 2015; Nieves-Cordones, M. y col., 2017), redujo la absorcién de Cs* de alta afinidad
(Figura 96). También se estudio el efecto de la presencia de Cs* durante el proceso de ayuno de
K*, puesto que se ha demostrado que SIHAK5S se inhibe por tratamientos que despolarizan la
membrana plasmatica, y el Cs* produce este efecto (Nieves-Cordones, M. y col., 2017;
Caballero, F. y col., 2012; Nieves-Cordones, M. y col., 2008). La presencia de concentraciones
micromolares de Cs" en la solucién nutritiva donde crecen las plantas ayunadas de K" da lugar
a la represion de la induccidn de SIHAKS5 debida a la falta de K* (Figura 97B), y de la absorcidn
de Cs" de alta afinidad (Figura 97A). Por ultimo, se estudié el efecto de la presencia de Ag” y
DPI durante el tratamiento de ayuno de K*, compuestos que inhiben la expresion de SIHAK5
(Figura 54) por interceptar la cascada de sefializacion del etileno y de las ROS,
respectivamente. En condiciones de ayuno de Ky presencia de estos compuestos, se observo
que la tasa absorcion de Cs* de alta afinidad por las raices de estas plantas era menor que la de
plantas ayunadas de K" sin tratar con estos inhibidores de la expresidn de SIHAK5 (Figuras 99 A
y B). Todos estos resultados muestran una relacién entre la expresion de SIHAK5 y la absorcién
de Cs' de alta afinidad, por lo que se puede concluir que muy probablemente, la absorcién de

K"y de Cs* de alta afinidad se lleva a cabo por el mismo sistema, el transportador SIHAKS.

En Arabidopsis, ademds de AtHAKS, se ha sugerido que los NSCC podrian contribuir a la
absorcidon de Cs* en el rango micromolar (Genies, L. y col., 2017; Kanter, U. y col., 2010). En
arroz no parece ocurrir lo mismo, ya que las lineas con mutaciones nulas en el gen OsHAK1 no

muestran absorcién de alta afinidad de K* ni de Cs* (Nieves-Cordones, M. y col., 2017; Chen, G.
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y col., 2015). Las plantas de tomate parecen ser similares a las de arroz, ya que el tratamiento
con Ca*', inhibidor de los NSCC, no influyé en la absorcion de Cs* de alta afinidad (Figura 95B),
mientras que la presencia de NH,", inhibidor de transportadores HAKS, anulé totalmente dicha

absorcién (Figura 95A).

La absorcién de Cs* mediada por SIHAK5 puede llevar a una acumulacién importante de
Cs' en la planta, especialmente en la raiz. Las plantas ayunadas de K* y expuestas a 50 pM de
Cs' presentaron una concentracion de Cs’ similar a la presente en las raices de plantas tratadas
con K"y 1 mM de Cs* (Figuras 93 y 90, respectivamente). Sin embargo, los sintomas de
toxicidad solamente se observan en las plantas tratadas con mayores concentraciones de Cs”
(Figura 88). En Arabidopsis se ha descrito que la toxicidad por Cs' no esta relacionada con la
concentracion de Cs* per se, sino con la relacién Cs*/ K™ de los tejidos, especialmente en la
parte aérea (Hampton, C.R. y col., 2004). En los resultados de esta Tesis Doctoral descritos
para las plantas de tomate, se observa que la parte aérea de las plantas tratadas con K"y 1
mM de Cs* mostraba un mayor cociente Cs*/ K* (0,3) que el de las plantas ayunadas de K"y
expuestas a 50 uM de Cs* (0,25). Por tanto, el modelo relacionado con la toxicidad por Cs* en

Arabidopsis podria extenderse a las plantas de tomate.

El estudio de los sistemas implicados en la adquisicién y translocacién de Cs* es de gran
importancia, puesto que la identificacién y caracterizacidn de dichos sistemas permitiria
disefiar estrategias para reducir la acumulacién del Cs* en los cultivos. Para reducir la
acumulacién de Cs’ en la planta se podrian utilizar tanto estrategias de manejo de cultivo
como biotecnoldgicas. La fertilizacién con K, que reduce la absorcién de Cs* (Lembrechts, J.,
1993), prevendria la induccidn de los transportadores HAKS, que median la adquisicién de Cs*
de alta afinidad. La presencia de concentraciones moderadas de Na* podrian interferir con la
induccién de SIHAKS y, por tanto, con la absorcién de Cs* observada en tomate (Figura 96). A
nivel biotecnolégico, la obtencion de transportadores que mejoren la discriminacién entre el
K"y el Cs* podria ser interesante. Se han llevado a cabo algunos progresos en la obtencién de
versiones de HAK5, con mutaciones en ciertos residuos, con mayor tolerancia al Cs* en
levadura (Aleman, F. y col., 2014). Por tanto, se podria considerar el transportador SIHAKS
como una diana biotecnoldgica para reducir la acumulacidn de cesio radiactivo en plantas de

tomate.
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En paralelo a los estudios fisioldgicos y moleculares llevados a cabo en esta Tesis Doctoral
para estudiar los sistemas de absorcién y translocacién de K* en las plantas, se considerd
necesario profundizar de forma especial en la regulacion de estos sistemas mediante el uso de
tecnologias -Omicas y de biologia de sistemas. En particular, se aborda un estudio
transcriptdmico en parte aérea, raiz y fruto de plantas de tomate sometidas a ayuno de K*
usando para ello la tecnologia del RNA- seq, una de las nuevas técnicas mas extendidas hoy en
dia en los estudios transcriptémicos. Toda la informacidn obtenida puede ser integrada e
interpretada, y es de gran utilidad para estudiar procesos bioldgicos y mecanismos de

coexpresion.

1- DISENO EXPERIMENTAL Y SECUENCIACION

El estudio global del transcriptoma y la aplicacién de abordajes de biologia de sistemas
permite establecer patrones de regulacidon génica coordinada, lo que contribuye no solo a
dilucidar la funcién y agrupamiento de varios genes bajo un estimulo o condicién especifica,

sino también a identificar elementos comunes de regulacidn a varios genes.

Se decidid realizar un ensayo de RNA-seq con el objetivo de identificar transcritos
expresados diferencialmente en raiz, parte aérea y fruto de plantas de tomate sometidas a
ayuno de K*. En MyM, apartado 2.5.2, se describe de forma detallada el proceso llevado a cabo

desde el cultivo de las plantas hasta la obtencidn de los niveles de expresién de los transcritos.

Una vez germinadas las plantas y crecidas durante 7 dias en SN 1/5 de Hoagland
modificada con todos los nutrientes (solucién control), la mitad de las plantas se traspasaron a
una SN con las mismas condiciones (solucién control) y la otra mitad, a solucién 1/5 de
Hoagland modificada sin K*. Transcurridos 3 dias de ayuno de K*, se llevé a cabo un ensayo de
desapariciéon de K' de una solucién externa en el rango de alta afinidad (MyM apartado
2.1.2.2.2). Alos 5y 7 dias de ayuno de K" también se realizaron ensayos de desaparicion de K*
de igual forma al ensayo realizado a los 3 dias. Todas las raices de las plantas sometidas a
ayuno de K*, tanto a 3 dias como a 5 y 7 dias, mostraron absorcién de K* de alta afinidad

(Figura 100).
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Figura 100. Grafica de desaparicion de K respecto al tiempo, desde una solucién externa con 50 pM
de K, por parte de las raices de las plantas de tomate. Las raices de las plantas tratadas en condiciones
control durante 3 dias (circulos negros), 5 (circulos blancos) y 7 dias (tridngulos negros) no mostraron
absorcion de K* de alta afinidad; mientras que las raices de las plantas sometidas a ayuno de K" durante
3 dias (tridngulos blancos), 5 dias (cuadrados negros) y 7 dias (cuadrados blancos), absorbieron todo el
K* contenido en la solucién externa transcurridas las 3 h de experimento. Se muestra un experimento
representativo.

Se decidid llevar a cabo extraccion de ARN y posterior secuenciacién para el andlisis
transcriptédmico, de la parte aérea y raiz de las plantas sometidas a 5 dias de ayuno de K* (M2).
Los frutos para el andlisis transcriptdémico se recolectaron de las muestras que tenian 29 dias

de edad y estuvieron sometidas a un total de 12 dias de tratamiento.

La extraccion de ARN se llevd a cabo mediante el método TRIzol (ver MyM apartado
2.5.2.3). Este procedimiento de extraccion de ARN fue recomendado por la Empresa BGl,
encargada de la secuenciacion de las muestras. Para comprobar la calidad del ARN extraido, se
realizd la electroforesis en gel de las muestras (Figura 101) y la medida de concentracién y

pureza del ARN de las mismas (Tabla 52).
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Figura 101. Electroforesis de las muestras de ARN extraidas de parte aérea (PA), Raiz (R) y Fruto (F) de
plantas de tomate crecidas en condiciones control (muestras de 1-3) y sometidas a ayuno de K* (de 4-
6). Se observan, de arriba a abajo, las bandas de las subunidades 28S, 18S y 5S de ARN ribosémico. M1=
marcador de peso molecular Lambda DNA /Hindlll (Roche); M2= DNA Molecular Weight Marker VI

(Roche).

La concentracion y pureza del ARN presente en cada muestra se determind mediante
Absorbancia de UV a 260 nm y 280 nm con el sistema Nanodrop© ND-1000 Spectophotometer
(Thermo Fisher Scientific Inc). La absorbancia a 280 nm indica una posible contaminacién con
proteinas y compuestos fendlicos. La relacién de absorbancia 260/280 debe ser entre 1,8 y 2,0
para considerar una extraccién de buena calidad (Sambrook y Rusell, 2001). Como se puede
observar (Tabla 52), todas las muestras de ARN cumplieron con los requisitos para que la

Empresa BGI pudiese llevar a cabo la secuenciacion. (MyM apartado 2.5.2.4).
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Tabla 52. Concentraciones y pureza de las muestras de ARN. Extraccion de ARN de raiz (R), parte aérea
(PA), y fruto (F) de plantas sometidas a las condiciones control (muestras 1-3), y ayunadas de K" durante
5 dias (muestras 4-6).

Parte Planta C(ngpuL?)  260/280
R 1 524,8 2,05
R 2 476,7 1,92
R 3 364,3 1,94
R 4 627,4 1,97
R 5 770,2 1,96
R 6 368,3 2,04
PA 1 625,1 2,01
PA 2 708,8 1,98
PA 3 775,7 2,01

PA 4 808,2 1,83
PA 5 908,7 1,91
PA 6 206 1,89
F 1 272,3 1,98
F 2 331,6 1.9
F 3 347,7 2

F 4 268,2 1,85
F 5 263,2 2,02
F 6 322,6 1,9
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2-ANALISIS BIOINFORMATICO DE LOS DATOS DE RNA-seq.

Una vez obtenidos los datos de secuenciacion en crudo para cada muestra, el analisis
bioinformatico se llevd a cabo durante una estancia de 3 meses en la Universidad de
Nottingham, bajo la supervision del Profesor Malcolm Bennett. El procesamiento
bioinformatico fue realizado en el Centro ADAC (‘Advanced Data Analysis Centre’), Universidad

de Nottingham, bajo la direccion del Dr. Tom Giles.

El resultado de la secuenciacién de las muestras fue de aproximadamente unas 700.000
lecturas pareadas para cada uno de los distintos tejidos (PA, R y F) resultando en,
aproximadamente, 2 millones de lecturas totales. Tras la ejecucién del primer paso, pre-
procesamiento de las lecturas (MyM apartado 2.5.2.5.1), se elimindé el 2 % del total en el
proceso de ‘limpieza’, por ser lecturas desapareadas o de baja calidad (Tabla S1, Material

Suplementario, MS).

El conjunto total de lecturas filtradas se alined contra el genoma de tomate de referencia
utilizando la herramienta HISAT2 (Kim, D. y col., 2015) (MyM apartado 2.5.2.5.2). Un 85,5 %

del total de lecturas filtradas alineé frente al genoma de tomate (Tabla S2, MS).

Una vez alineadas las lecturas, se ensamblaron con el genoma de tomate y se realizé la
estimacion de la abundancia de las lecturas alineadas mediante la herramienta Stringtie
(Pertea, M. y col., 2015), generandose un indice FPKM (del inglés ‘Fragments Per Kilobase per

Million reads mapped’) (MyM apartado 2.5.2.5.3).

De los transcritos ensamblados, el programa Stringtie distinguid varios tipos: transcritos
anotados en el genoma de tomate, a los que les asigna el identificador correspondiente de
dicho genoma (ejemplo: Solyc07g005920); los que no se han anotado en el genoma, a los que
asigna un ID propio del programa (MSTRG.X, donde "X’ hace referencia a un nimero, que va
creciendo conforme van ensamblandose en el genoma); transcritos del tipo ‘non-coding’ ARN,
a los que el programa les asigna el ID ‘NC_RNA_X_Y’, donde X hace referencia al cromosoma
donde se alinea el transcrito, e ‘Y’ al nimero asignado segun se ensamblan en el genoma;
transcritos tRNA’, designados de forma similar “TRNA_X_Y’; y transcritos ‘rRNA’, a los que les
asigna un ID del tipo ‘RRNA_X_Y’. En la Tabla S3 (MS) se recoge el nimero de transcritos de

cada tipo, obtenidos para cada una de las partes de tomate.
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Finalmente, con la herramienta Ballgown (Frazee, A.C. y col., 2014), se calcularon los
niveles de expresion diferencial (medidos como FPKM) entre las distintas condiciones
estudiadas (control y ayuno de K'), en parte aérea, raiz y fruto de las plantas de tomate. El
archivo de salida generado para cada muestra consistié en un archivo de texto en formato
tabla, donde aparece informacién para cada transcrito alineado, entre la que destaca: la
identificacion que otorga el programa a cada uno (transcript_ID), nuUmero de exones que
contiene, longitud del transcrito, posiciéon en el genoma, nombre del gen asociado (si esta
anotado) y valor de FPKM para cada repeticidn biolégica. En base al nimero de FPKM para
cada condiciéon estudiada, se obtiene también el nimero de veces que se expresa un transcrito
en la muestra ayunada de K* con respecto a la muestra control, valor ‘Fold Change’ (FC), el

logaritmo en base 2 de ‘Fold Change’ (log, FC) y el p-valor para cada condicion estudiada.

2.1- VALIDACION DEL ENSAYO DE RNA-seq.

Se denominan genes ‘housekeeping’ aquellos que codifican proteinas implicadas
fundamentalmente en el metabolismo celular, cuya expresién se mantiene relativamente
constante en la mayoria de los tejidos y bajo distintas condiciones ambientales, por lo que se
utilizan como controles de la cuantificaciéon de la expresion génica (Thellin, O. y col., 1999).
Coker, J.5.a.D., E, (2003) identificaron candidatos de genes ‘housekeeping’ en raiz, parte aérea,
fruto y flores de tomate. Con el objetivo de comprobar la calidad del ensayo de RNA-seq
realizado, se observo el valor de expresion obtenido de 3 de los candidatos propuestos por
Coker, J.S.a.D., E, (2003) en raiz, parte aérea y fruto de tomate (Tabla 53).

Tabla 53. Niveles de expresion de genes ‘Housekeeping’encontrados en el ensayo de RNA-seq en raiz

(R), parte aérea (PA) y fruto (F) de plantas de tomate sometidas a ayuno de K*. Se consideré expresién
diferencial significativa cuando el p- valor era menor a 0,05.

Parte Gen 'Housekeeping' Transcrito ID Log, FC p-valor
60S acidic ribosomal protein Solyc01g104370.2.1 0.090043524 0.277693398
R Phosphoglycerate kinase Solyc03g093300.2.1 0.295047752 0.191703221
UD;% ‘;CIZZZSSZ’S t:i” Solyc01g005120.2.1 | -0.811880395 | 0.463514721
GAPDH Solyc04g009030.2.1 0 NA
PA Phosphoglycerate kinase Solyc07g066610.1.1 0.654785618 0.109412217
Catalase Solyc02g082760.2 0.181862107 0.670932873
Phosphoglycerate kinase Solyc06g034180.2.1 0 NA
F DnaJ-like protein Solyc02g080130.2.1 0.424103071 0.101507022
Dnal-like protein Solyc04g015090.1.1 0 NA
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Ninguno mostré una expresion diferencial significativa (p-valor < 0,05), por lo que los
valores de expresidn obtenidos para los transcritos de este ensayo de RNA-seq se consideraron
validos para continuar con el andlisis de los transcritos.
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3-ANALISIS DE TRANSCRITOS EXPRESADOS DIFERENCIALMENTE.

Una vez obtenidos los valores de expresion diferencial de los transcritos como
consecuencia del ayuno de K', se seleccionaron aquellos cuya expresion diferencial era

significativa, utilizando como criterio de seleccién un p-valor menor de 0,05.

Se consideré como valor de expresion el log, FC (|log,FC|), y segln este valor de nivel de
expresidon, los transcritos se clasificaron en cuatro categorias: ‘transcritos ligeramente
inducidos’ aquellos cuyo valor se encontraba entre el 0 y el 1; ‘transcritos inducidos’ con un
valor superior a 1; ‘transcritos ligeramente reprimidos’ con un valor de Log, FC entre Oy -1; y

‘transcritos reprimidos’ aquellos con un valor inferior a -1.

De los 3.345 transcritos expresados diferencialmente en raiz, 1.260 (37,66 %) presentaron
una ligera induccion (|log,FC|= 0-1); 664 transcritos (19,85 %) se encontraban inducidos
(|log,FC| = 1); 1.042 (31,15 %) presentaron una ligera represion (|log,FC| =0- (-1)); y 379

transcritos (11,33 %) se encontraban reprimidos ( |log,FC| < -1) (Figura 102 y Tabla 54).

En cuanto a la parte aérea, 387 transcritos (9,01 %) se encontraban ligeramente inducidos
mientras que 1.418 transcritos (33,01 %) se encontraban inducidos. En mayor proporcion se
encontraron los transcritos ligeramente reprimidos (23,70 %) y los reprimidos (34,27 %),
abarcando el 58 % del total de transcritos diferencialmente expresados en la parte aérea

(Figura 102 y Tabla 54).

La cantidad total de transcritos diferencialmente expresados en el fruto fue menor que en
el resto de las partes (Tabla 54), predominando claramente los transcritos expresados
ligeramente reprimidos (49,21 %) y ligeramente inducidos (36,71 %) frente a los inducidos

(6,08 %) y reprimidos (7,99 %) (Figura 102 y Tabla 54).
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Tabla 54. Numero de transcritos expresados diferencialmente en raiz, parte aérea y fruto de plantas
de tomate sometidas a ayuno de K. En base al valor de log, FC obtenido, se clasificaron en distintas

categorias.
Raiz Parte aérea Fruto
‘Ligeramente inducidos ' |log,FC|=0-1 1.260 387 767
‘Inducidos’' |log,FC| =1 664 1.418 127
Total inducidos | log,FC| >0 1.924 1.805 894
‘Ligeramente reprimidos' |log,FC|= 0-(-1) 1.042 1.018 1.028
‘Reprimidos' |log,FC| < (-1) 379 1.472 167
Total reprimidos |log,FC| <0 1.421 2.49 1.195
Total transcritos expresados diferencialmente 3.345 4.295 2.089
R PA
Reprimidos Ligeramente Li'geranrente
11% inducidos inducidos
38% Reprimidos 9%
i 34%
Ligeramente Inducidos
reprimidos Ligeramente 33%
31% _ geram
Inducidos reprimidos
20% 24%
F
Reprimidos Ligeramente
8% inducidos
,—37%

——

Ligeramente
reprimidos
49%

Inducidos
6%

Figura 102. Diagrama circular que representa el porcentaje de transcrito expresado diferencialmente
en cada categoria de transcrito, respecto al total de transcritos expresados diferencialmente, en
muestras de raiz (R), parte aérea (PA) y fruto (F), de plantas de tomate sometidas a condiciones de
ayuno de K*. Se muestra el porcentaje de ‘transcritos ligeramente inducidos’ (en color azul); ‘transcritos
inducidos’ (en rojo); ‘transcritos ligeramente reprimidos’ (en verde); y ‘transcritos reprimidos’ (en lila).
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3.1- ANOTACION FUNCIONAL.

A través del servidor PLAZA (MyM apartado 2.5.2.5), se asignaron los ‘términos GO’
(Ashburner, M. y col.,, 2000) a todos los transcritos expresados diferencialmente en
condiciones de ayuno de K anotados en el genoma de tomate. De los 1.646 transcritos
identificados en la raiz, se asignd anotacién a 1.422; de los 2.055 transcritos de la parte aérea,
se asignd anotacién a 1.666; y de los 986 presentes en el fruto, se asignd anotacidon a 841

transcritos.

Los términos GO describen la relacién entre los productos génicos en base a tres
ontologias: Procesos Bioldgicos (BP); Componentes Celulares (CC), y Funcién Molecular (MF).
Estos términos estan jerarquizados, de forma que la jerarquia establece una serie de niveles
qgue van aumentando conforme lo hace la caracterizacion del término y su descripcion
especifica. El enriquecimiento de términos permite determinar si en un conjunto de genes
dado, hay términos de GO que aparecen con significancia estadistica con respecto al conjunto

de genes que representan el total para ese término GO.

Se seleccionaron los términos GO significativamente enriquecidos para el primer nivel de
los términos GO, y se representd el porcentaje de transcritos con respecto al total expresados
diferencialmente para cada uno de ellos, en cada una de las partes de la planta de tomate
(Figura 103). Como se puede observar, dentro de la categoria Procesos Bioldgicos (BP),
predominan las subcategorias ‘celular process’ (G0:0009987), ‘single-organism process’
(GO:0044699) y ‘metabolic process’ (GO:0008152), abarcando alrededor del 50 % de los
transcritos anotados, en las tres partes de la planta. En la categoria de Componentes Celulares
(CC) los tres grupos principales fueron ‘cell (GO:0005623), ‘organelle’ (G0O:0043226) y
‘cytoplasm’ (GO:0005737), con una proporcidn similar de transcritos en las tres partes de la
planta. En Funcién Molecular (MF), destacan ‘catalytic activity’ (GO:0003824) y ’binding’
(GO:0005488) para las tres partes de la planta, y con una proporcién también de

aproximadamente el 50 % de los transcritos anotados.
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Figura 103. Porcentaje de transcritos dentro de cada categoria GO de primer nivel de los transcritos
expresados diferencialmente en raiz (R, amarillo), parte aérea (PA, verde) y fruto (F, rojo) de plantas
de tomate sometidas a ayuno de K*. Se muestra el porcentaje de transcritos presentes en cada término
GO respecto al total de transcritos expresados diferencialmente que presentaron alguna anotacion de
GO. Para cada una de las tres ontologias (BP, CC y MF), se presentan los términos GO que mostraron
enriguecimiento y el mayor nimero de transcritos expresados diferencialmente.

Como consecuencia del andlisis con la herramienta PLAZA, se podian identificar
transcritos de interés para el estudio en esta Tesis Doctoral, pero que no estaban anotados en
la base Sol Genomics (https://solgenomics.net/locus/24318/view). En estos casos, o se obtenia
informacidn de estudios previamente publicados o se llevaba a cabo el alineamiento de la
secuencia nucleotidica del transcrito mediante la herramienta BLAST (disponible en:

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ), para la anotacidn del transcrito.
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3.2- SELECCION DE TRANSCRITOS DE INTERES.

3.2.1- Distribucion de transcritos expresados diferencialmente por ayuno de K+

presentes en las tres partes de la planta.

Se realizd un diagrama de Venn (Figura 104) para mostrar el nimero de transcritos
expresados diferencialmente presentes en cada uno de los drganos de forma individual; y el
numero transcritos expresados diferencialmente presentes en mdas de uno. Un total de 31
transcritos se encontraban expresados diferencialmente en las tres partes de la planta (Figura
104A). La raiz (R) y la parte aérea (PA), son las partes con mayor nimero de transcritos
compartidos (385 transcritos) mientras que la raiz y el fruto (F) son las que menos comparten

(161 transcritos) (Figura 104A).

El diagrama de Venn también se realizd individualmente para el total de transcritos
inducidos (|log,FC| > 0) y reprimidos (|log,FC| < 0). De los transcritos inducidos, 4 de ellos se
encontraban en las tres partes de la planta; 213 en Ry PA; 32 transcritosen PAy F;y37 enRy
F (Figura 104B). En cuanto a los transcritos reprimidos, 3 de ellos se encontraron en las tres
partes de la planta; 87 transcritos reprimidos en R y PA; 60 presentes en PAy F; y 48

transcritos en Ry F (Figura 104C).
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Figura 104. Diagramas de Venn correspondiente a los transcritos expresados diferencialmente tras 5
dias de ayuno de K" en raiz (R), parte aérea (PA) y fruto (F) de plantas de tomate. Se muestra el total de
transcritos (A), transcritos inducidos (B) y reprimidos (C), presentes en cada parte de la planta de forma

individual, y los compartidos entre las distintas partes.

De los 31 transcritos expresados diferencialmente en las tres partes de la planta en

condiciones de ayuno de K (Figura 104A), 16 transcritos se encontraban anotados en el

genoma de tomate, y aparecen indicados con su identificador correspondiente; 13 de ellos no

se encontraban anotados, por lo que se muestran con el ID otorgado por el programa

Stringtie; y los otros 2 transcritos fueron caracterizados por el programa como ‘long non-

coding ARN’, asignandole un ID especifico a cada uno.
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En la Figura 105 se representan los valores de expresién de estos 16 transcritos
identificados, de forma que visualmente se observa cdmo se encuentra expresado un mismo

transcrito en las distintas partes, en respuesta a la condicién de estrés (ayuno de K°).
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Transcritos

Figura 105. Transcritos expresados diferencialmente tras el ayuno de K en las tres partes de la planta:
raiz (R, naranja), parte aérea (PA, verde) y fruto (F, rojo) de plantas de tomate. En el eje de ordenadas
se muestra el valor de expresion (log,FC) obtenido para cada transcrito; y en eje de abscisas, los
transcritos (posiciones del 1 al 16): 1= Solyc01g107400.2.1; 2= Solyc08g078510.2.1;
3=Solyc07g052350.2.1; 4= Solyc07g006560.2.1; 5= Solyc07g061800.2.1; 6= Solyc02g089150.2.1; 7=
Solyc08g083110.2.1; 8= Solyc05g013820.2.1; 9= Solyc01g096570.2.1; 10= Solyc10g050060.1.1; 11=

Solyc03g078370.1.1; 12= Solyc02g068130.2.1; 13= Solyc07g056140.2.1; 14= Solyc10g018600.1.1; 15=
Solyc01g073640.2.1; 16= Solyc02g070320.2.1.

De los 4 transcritos inducidos en las tres partes de la planta (Figura 104B), la mitad se
encontraban anotados en el genoma de tomate, y son los correspondientes a las posiciones
numero 1y 2 de la Figura 105. De los 3 transcritos reprimidos en las tres partes de la planta
(Figura 104C), unicamente 1 transcrito estaba anotado, el correspondiente a la posicion

numero 3 de la Figura 105.

Al introducir el identificador de los 16 transcritos (Figura 105) en el servidor PLAZA se
obtuvo numerosa informacién, de entre la cual, se muestra la descripcidn disponible para cada

uno (Tabla S4, MS).
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3.2.2- Identificacion de transcritos relacionados con procesos de seiializacion de la

respuesta a la deficiencia de K+.

Como ya se ha comentado en esta Tesis Doctoral, se han descrito numerosos mecanismos
de sefializacidon implicados en la respuesta a la deficiencia de K*, un incremento de los niveles
de Ca®* (Behera, S. y col., 2017), cambios en los niveles de distintas fitohormonas y el
incremento en los niveles de ROS (Shin, R. y Schachtman, D.P., 2004; Shin, R. y col., 2007;
Armengaud, P. y col., 2004; Jung, J.Y. y col., 2009; Kim, M.J. y col., 2010). A continuacion, se
describen transcritos identificados que estdn relacionados con estos mecanismos de

sefializacion.

3.2.2.1- Transcritos relacionados con la sefializacion por Caz+.

Las variaciones de la concentracion de Ca** en el citoplasma celular modulan multitud de
procesos metabdlicos relacionados con la respuesta a estimulos. En este ensayo de RNA-seq se
han identificado transcritos relacionados con la sefializacién por Ca*, cuya expresién se ha
visto afectada de forma significativa en respuesta a ayuno de K'. Se destaca la presencia de
transcritos que codifican sensores de Ca®. En raiz, se ha identificado los transcritos que
codifican 1 CBL, 2 CIPKs, 6 CDPKs, 3 CaMs y 8 proteinas de unidon a CaMs; asi como otros
transcritos que codifican proteinas relacionadas con el Ca®*. En la Tabla S5 (MS) se recoge
informacidn referente a dichos transcritos. En la parte aérea, entre los transcritos expresados
diferencialmente relacionados con la sefializacion por Ca**, se encontré un 1 transcrito que
codifica una CIPK, 1 transcrito que codifica una CDPK, 5 que codifican CaMs y 2 transcritos que
codifican proteinas de unién a CaM y otras proteinas de unién a Ca** (Tabla S6, MS). En el fruto
se han identificado transcritos que codifican 1 CBL, 3 CDPKs, 1 CaM, 4 proteinas de unién a

CaM y otras proteinas relacionadas con la sefializacién por Ca®* (Tabla $7, MS).

3.2.2.2- Transcritos que codifican proteinas relacionadas con ROS.

Los radicales libres juegan un papel importante en la transduccidn de sefiales, mediando,
entre otras, respuestas a estrés abidtico en diferentes tipos celulares (Beers, E.P. y Mcdowell,
J.M., 2001; Apel, K. y Hirt, H., 2004).
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La generacién de ROS por las plantas se lleva a cabo mediante la activacién de varias
oxidasas y peroxidasas (Allan, A.C. y Fluhr, R., 1997; Schopfer, P. y col., 2001; Bolwell, G.P. y
col., 2002). En raices de Arabidopsis ayunadas de K se observa una induccién de los transcritos
RHD2 y RCI3, que codifican a una NADPH oxidasa (Shin, R. y col., 2005) y a una peroxidasa
(Kim, M.J. y col., 2010), respectivamente, que estarian implicadas en la produccién de ROS

necesaria para la induccidn de AtHAK5S en respuesta a bajas concentraciones externas de K.

En este ensayo de RNA-seq se han identificado transcritos que codifican oxidasas,
peroxidasas y otras enzimas que participan en la generacién de ROS, tanto en raiz (Tabla S8,
MS) parte aérea (Tabla S9, MS) como en fruto (Tabla S10, MS) de plantas de tomate, cuya
expresion se ha visto afectada de forma significativa tras ayuno de K*. En concreto, en cuanto a
los transcritos que codifican peroxidasas, se encontraron 7 inducidos y 9 reprimidos en raiz; 3
inducidos y 3 reprimidos en parte aérea, y ninguno en el fruto. En cuanto a la expresion de
transcritos que codifican enzimas de tipo Glutatidén S-transferasa, se encontraron 7 inducidos y
1 reprimido en raiz; 10 inducidos y 1 reprimido en parte aérea; y 1 inducido y 2 reprimidos en
el fruto. En cuanto a la enzima de tipo Glutatidn peroxidasa, se encontrd 1 transcrito reprimido
en raiz, 3 inducidos en parte aérea, y 1 reprimido en el fruto. Unicamente se encontraron 2
transcritos que codifican NADPH oxidasas de tipo RBOH cuya expresién se vié modificada en
las plantas de tomate: 1 transcrito reprimido en parte aérea, y 1 transcrito reprimido en el

fruto.

3.2.2.3- Transcritos que codifican proteinas relacionadas con fitohormonas.

En las Tablas S11, S12 y S13 se recoge informacion sobre transcritos que codifican
proteinas implicadas en la sintesis, transporte y sefializacién de fitohormonas, que mostraron
induccidn o represion de su expresidon de forma significativa tras ayuno de K, en raiz, parte

aérea y fruto, respectivamente.

Los transcritos que codifican las enzimas implicadas en la sintesis del etileno, ACS y ACO,
presentaron cambios significativos en su expresidn en las raices de plantas de tomate
ayunadas de K'. En concreto, 2 transcritos que codifican enzimas ACS y 10 que codifican ACO
(Tabla S11, MS). En la parte aérea y el fruto no se encontraron transcritos que codifiquen
enzimas ACS, pero si transcritos de enzimas ACO: 11 transcritos en la parte aérea, y 1 en fruto.
También se han identificado transcritos que codifican receptores de etileno: (ETRs); un

transcrito en raiz, 2 en parte aérea y 2 en el fruto.
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En cuanto a la auxina, en las raices de las plantas de tomate sometidas a ayuno de K*
estudiadas, se han identificado transcritos que codifican un transportador de entrada de
auxina (LAX), dos facilitadores de salida (PIN) y 4 proteinas de respuesta a auxina (Tabla S11,
MS). En la parte aérea, se identificaron transcritos que codifican proteinas implicadas en la
sintesis, transporte y respuesta a esta fitohormona. En concreto, 3 transcritos que codifican la
enzima que cataliza la sintesis del acido 3-indol acético (IAA), denominada GH3; un
transportador PIN; 7 transcritos que codifican proteinas de respuesta a auxina (SAUR) y otras
proteinas reguladas por auxina (Tabla S12, MS). En el fruto no se observé ningun transcrito que
codificara transportadores de auxina, aunque si mostraron cambios en su expresién transcritos
que codifican enzimas implicadas en su sintesis y otras proteinas de respuesta a auxina (Tabla

$13, MS).

En las tres partes de las plantas de tomate sometidas a ayuno de K', se observaron
cambios en la expresidon de transcritos implicados en la sefializacién por ABA, como receptores

PYLy proteinas de respuesta a ABA (Tablas S11, S12 y S13, MS).

De igual forma, se observaron cambios en la expresién de transcritos implicados en la
sintesis y metabolismo, asi como de receptores y proteinas reguladas por GAs, en las tres

partes de la planta (Tablas S11, S12 y S13, MS).

3.2.2.4- Identificacion de transcritos que codifican factores de transcripcion.

En las tres partes de la planta de tomate se han identificado transcritos que codifican FT
pertenecientes a distintas familias, cuya expresion se vio modificada de forma significativa tras
someter a las plantas a ayuno de K". En la raiz, se identificaron 112 transcritos, de los cuales 76
mostraron sobreexpresion y 36 se encontraban reprimidos. En la parte aérea se identificaron
mayor nimero de transcritos (120), pero predominaron los transcritos reprimidos (69) frente a
los inducidos (51). En el fruto, se identific6 un menor nimero total de transcritos (53), de los

cuales, 25 se encontraban inducidos y 28 reprimidos.

Existen grandes familias de genes que codifican FT que, a su vez, pueden estar
compuestas por subfamilias. En plantas, se han identificado 68 familias de FT. En la Figura 106,
se muestra el numero de transcritos inducidos y reprimidos dentro de cada familia de FT, para
cada una de las partes de la planta. En las Tablas S16; S17 y S18 de MS, se recoge informacion

de cada transcrito.
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Figura 106. Nimero de transcritos presentes en distintas familias de factores de transcripcion (FT),
expresados de forma significativa en la raiz (A), parte aérea (B) y fruto (C) de plantas de tomate
sometidas a ayuno de K. En color gris oscuro se muestra el niimero de transcritos inducidos y en gris
claro, transcritos reprimidos, dentro de cada familia de FT para cada una de las partes.
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3.2.2.5- Transcritos que codifican proteinas relacionadas con la seializacion de

estreses.

Las cascadas de sefializacién de las proteinas MAPK (‘Mitogen-Activated Protein Kinases’),
tienen una funcién importante en procesos de desarrollo y en respuesta a diferentes estreses
bidticos y abidticos (Lewis, B. y Spalding, E., 1998). En las raices de tomate ayunadas de K’, se
han visto inducidos 4 transcritos que codifican proteinas quinasas de tipo MAPKs (Tabla S17,
MS). En la parte aérea, se encontraron 2 transcritos inducidos y 1 transcrito reprimido (Tabla

$18, MS); mientras que, en el fruto, los 3 transcritos estaban reprimidos (Tabla S19, MS).

Las proteinas HSPs (‘Heat Shock Proteins’) son proteinas de respuesta a estrés que
funcionan como chaperonas, protegiendo a las plantas frente al dafio ocasionado por estrés al
impedir la formacidn de agregados de proteinas (Tripp, J. y col., 2009). Se han identificado 5
grandes familias de HSPs: HSP100 (HSPs 101), HSP90, HSP70, HSP60 y sHSPs (‘small HSPs’)
(Gupta, S.C. y col., 2010; Kotak, S. y col., 2007; Wang, W. y col., 2004). En el ensayo de RNA-
seq llevado a cabo se observo la induccidn de 2 transcritos y la represion de 1 transcrito que
codifican proteinas HSP20s en raices de tomate (Tabla S17, MS). En cuanto a transcritos que
codifican HSP20s en la parte aérea, 2 se encontraban fuertemente inducidos y 2 reprimidos
mientras que 1 transcrito que codifica a una HSP70 se encontré inducido y los transcritos que
codifican a una HSPs de tipo HSP90 y una de tipo HSP101, se encontraron reprimidos (Tabla
S19, MS). En el fruto, se encontraron inducidos: 1 transcrito que codifica a una HSP20 y 2
transcritos que codifican HSP70s; mientras que transcritos que codifican una HSP101 y una

HSP40, estaban reprimidos (Tabla $19, MS).

3.2.2.6- Transcritos que codifican transportadores/canales de iones.

En la Tabla S20 de MS, se recoge informacion sobre transcritos que codifican proteinas
implicadas en el transporte de distintos iones y que mostraron cambios significativos en su

expresion, en respuesta a la deficiencia de K* en raices de plantas de tomate.

Entre los transcritos que codifican proteinas implicadas en el transporte de K* en la raiz, se
observéd que el transcrito que codifica el transportador de K* de alta afinidad en plantas de
tomate, SIHAKS, se encontraba inducido de forma significativa. Los transcritos que codifican el

canal de K" SISKOR y al canal de K* homdlogo a AKT2 de Arabidopsis, se encontraban
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reprimidos al igual que otros dos transcritos que codifican canales de K*. Entre los transcritos
gue codifican proteinas implicadas en el transporte de otros nutrientes, se observé que los dos
Unicos transcritos con cambios en su expresién, que codifican transportadores de NOj3, se
encontraban reprimidos. De los 3 transcritos identificados que codifican transportadores de
S0,%, se encontrd un transcrito inducido y 2 transcritos reprimidos. Las raices de las plantas de
tomate sometidas a ayuno de K" también presentaron cambios en la expresion de transcritos
que codifican proteinas implicadas en el transporte de Ca*". En concreto, se observé que
estaban inducidos los transcritos que codifican una ATPasa de tipo ACA, un canal de tipo
anexina, un canal de tipo CAX, y un canal mecano-sensible de tipo MSL; mientras que se
encontrd reprimido un transcrito que codifica una ATPasa de tipo ACA. Entre los transcritos
que codifican otros canales de transporte de iones, 2 transcritos que codifican canales de CI
regulados por voltaje se encontraron reprimidos. Todos los transcritos identificados que
codifican NSCC de tipo CNGC y que mostraron cambios en su expresion de forma significativa,

se encontraron inducidos en las raices de las plantas de tomate ayunadas de K".

En cuanto a la presencia de transcritos expresados de forma significativa en la parte aérea
de las plantas de tomate ayunadas de K* (Tabla 521, MS), Gnicamente 2 se correspondieron
con transcritos que codifican proteinas implicadas en el transporte de K*, 1 transcrito que
codifica un transportador de NO; y 1 transcrito que codifica un transportador de SO,>. A
diferencia de la raiz, en la parte aérea se encontraron 3 transcritos expresados de forma
significativa que codifican proteinas que transportan PO,>; 4 transcritos que codifican
proteinas de transporte de zinc (Zn®*); 2 transcritos de proteinas que transportan cobre (Cu**")
y 2 transcritos que codifican transportadores de magnesio (Mg>"). También se identificaron

transcritos que codifican NSCC de tipo CNGC, de los cuales, 1 transcrito se encontré inducido y

3 transcritos estaban reprimidos.

A diferencia de raiz y parte aérea, ningln transcrito que codifica transportadores o
canales de K mostrd una expresion inducida o reprimida en respuesta al ayuno de K* en el
fruto. Sin embargo, si mostraron cambios significativos en su expresién en el fruto, en
respuesta al ayuno de K*, transcritos que codifican transportadores de NO5, Ca*', Zn**, Mg,
Na® y ClI", asi como canales de iones de tipo NSCC. En concreto, todos los transcritos se
encontraron reprimidos, a excepcidn de 3 transcritos que codifican transportadores de Ca*", 2
transcritos que codifica transportadores de Zn*, y el transcrito que codifica un canal NSCC

(Tabla S22, MS).
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DISCUSION

El analisis transcriptémico de plantas sometidas a deficiencias nutricionales permite
estudiar los perfiles de expresidon de los genes, pudiendo asi identificar elementos que podran
ser dianas de estudios posteriores con el objetivo de poder dilucidar el papel que pudieran

desempenar en la respuesta a dichas deficiencias.

Las proteinas CIPKs y CBLs han mostrado ser importantes en la regulacion de los
transportadores y canales de K*, como el canal AKT1 (Xu, J. y col., 2006; Li, L. y col., 2006) , asi
como en la regulacién de transportadores de otros nutrientes, como el transportador de NO3,
AtNRT1.1 (CHL1) (Ho, C.H. y col., 2009). En Arabidopsis, la expresion de AtCIPK23 se induce en
respuesta a bajas concentraciones de K* externo (Cheong, Y.H. y col., 2007; Xu, J. y col., 2006).
En cuanto a los transcritos expresados diferencialmente en raiz, el alineamiento de Ia
secuencia del transcrito con ID Solyc03g083320.2.1, que mostré una represidn significativa por
ayuno de K" en raiz, reveld que dicho transcrito codifica la proteina SICBL4, también
denominada SISOS3. El transcrito con ID Solyc05g053210.2.1, reprimido, codifica la proteina
SICIPK1, y el transcrito con ID Solyc02g021440.2.1, inducido en raiz, codifica la proteina
SICIPK23. Este resultado indicaria, que de igual forma que en Arabidopsis, en las raices de
tomate, la proteina SICIPK23 podria estar regulando en tomate, sistemas implicados en la
respuesta a una deficiencia de K*. Esto también estaria de acuerdo con la activacién por el
complejo de Arabidopsis AtCIPK23/AtCBL1 del transportador SIHAK5 observada en levadura
(Figura 61). Ninguno de los transcritos identificados en la raiz mostré cambios en su expresion
en parte aérea, pero si el transcrito que codifica la proteina SICIPK12 (Solyc02g072530.1.1),
que se vio reprimido. El transcrito que codifica la proteina SICBL1 (Solyc12g015870.2.1), se

encontré reprimido en el fruto.

Se ha descrito que la produccion de ROS estd implicada en los mecanismos de
sefializacién en respuesta a bajas concentraciones de K* externas en raices de Arabidopsis
(Shin, R. y Schachtman, D.P., 2004; Shin, R. y col., 2005) y en plantas de tomate (Hernandez, M.
y col., 2012). El transcrito con ID Solyc02g079500.2.1, que codifica a una peroxidasa, se
encontré reprimido tanto en raiz como en parte aérea. En concreto, se corresponde con el gen
TMP1, que codifica a una peroxidasa anidnica implicada en la suberizacién del fruto de tomate
(Roberts, E. y Kolattukudy, P.E., 1989). Entre otros transcritos relacionados con la produccion
de ROS, se encontraron inducidos, tanto en raiz como en parte aérea, 2 transcritos que

codifican para enzimas de tipo Glutation S-tranferasa. El transcrito con ID Solyc10g084400.1.1
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codifica a la glutatién S-tranferasa-L3; y el transcrito con ID Solyc09g011600.2.1 a una glutatidn
S- transferasa sin caracterizar (Tablas S8 y S9, MS). La parte aérea y el fruto también
compartieron transcritos relacionados con la produccién de ROS cuya expresién se vio
afectada de forma significativa por ayuno de K'. El transcrito que codifica a la enzima glutatién
peroxidasa GPXle-2 (Solyc12g056230.1.1) se indujo de forma significativa en la parte aérea
(Tabla S9, MS) mientras que se reprimio en el fruto (Tabla S10, MS). Cabria destacar, que los
transcritos compartidos en raiz y parte aérea mostraron el mismo perfil de expresién, mientras

qgue, en parte aérea y fruto, el Unico transcrito compartido, mostrd una expresion opuesta.

En raices de Arabidopsis se ha descrito la induccién del transcrito que codifica la
peroxidasa de tipo Il denominada RCI3 en condiciones de ayuno de K, y la produccién de ROS
dependiente de dicha peroxidasa, que estaria implicada en la induccién del gen AtHAK5 en
respuesta al ayuno de K* (Kim, M.J. y col., 2010). Sin embargo, el transcrito que codifica a la
peroxidasa homdloga a RCI3 en tomate, con ID Solyc05g046010, no mostré cambios en su
expresion de manera significativa en las raices sometidas a ayuno de K* en el ensayo de RNA-
seq realizado. El transcrito con ID Solyc01g006310.2.1, que se observé inducido en raices de
tomate sometidas a ayuno de K* (Tabla $20, MS), codifica una peroxidasa cuya expresion se ha

visto también inducida en respuesta a hormonas (Gupta, S. y col., 2013).

Numerosas hormonas, como el etileno, el ABA, el JA y la auxina, participan en la
sefializacion en respuesta a distintas deficiencias nutricionales (Rubio, V. y col., 2009). En
cuanto a la modificacién de la expresién en respuesta al ayuno de K* de transcritos que
codifican proteinas relacionadas con fitohormonas, se observé que muchos de ellos estarian
expresandose de manera significativa en mds de una parte de las plantas de tomate. Las
plantas sometidas a estreses bidticos o abidticos presentan niveles de etileno mas altos, y el
papel del etileno en cada tipo de estrés parece ser especifico (Garcia, M.J. y col., 2015). La
especificidad en la respuesta podria estar determinada por enzimas como la ACS (1-
aminociclopropano-1-carboxilato sintetasa), que juega un papel importante en la biosintesis
del etileno, ya que participa en la sintesis de ACC, precursor del etileno. En Arabidopsis se han
encontrado nueve isoformas de la ACS, que forman heterodimeros y homodimeros funcionales
(Tsuchisaka, A. y Theologis, A., 2004). Cada isoforma tiene una expresion diferencial temporal
y espacial, y también responde de forma diferente ante distintos estreses y hormonas (Wang,
K.L. y col., 2002). En condiciones de ayuno de K, las ACC sintetasas ACS2 y ACS6 estan
inducidas en las raices de Arabidopsis (Zimmermann, P. y col., 2004). En raices de tomate, se
observd induccién del transcrito que codifica a una enzima ACS (Solyc01g095080.2.1), y

represién del transcrito que codifica para otra enzima ACS (Solyc02g091990.2.1) (Tabla S11,
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MS). El transcrito con ID Solyc04g009860.2.1, que codifica a una enzima ACO, también
implicada en la ruta de biosintesis del etileno, se indujo significativamente en respuesta al
ayuno de K', en raiz y parte aérea. El transcrito que codifica al receptor de etileno, SIETR4
(Solyc06g053710.2.1), se encontré reprimido en raiz, y el transcrito que codifica al
transportador de etileno, SIETR2 (Solyc07g056580.2.1), se encontré reprimido en la parte

aérea e inducido en el fruto.

En relacién a la auxina, se encontraron numerosos transcritos cuya expresion se modificd
de forma significativa. En cuanto a los transcritos presentes en mas de una parte de la planta,
se vio que el transportador de tipo PIN, con ID Solyc03g031990, estaba reprimido en raiz y
parte aérea. El transcrito que codifica a la proteina de respuesta a auxina SISAUR71
(Solyc07g066560.1.1) se encontrd fuertemente inducido en raiz y fuertemente reprimido en la
parte aérea. El transcrito con ID Solyc08g078510.2.1 que codifica a una proteina involucrada
en la sintesis de auxina se encontré inducido de forma significativa en las tres partes de las
plantas de tomate sometidas a ayuno de K' (Tabla S4, MS), lo que podria indicar la
participaciéon de estas hormonas en la sefializacién por bajo K*, no solo en raiz, como se ha
descrito en Arabidopsis (Kim, 2010) sino en toda la planta de tomate (Tablas S11, S12 y S13,
MS).

También la sefializacién por ABA en respuesta a una deficiencia de K" podria estar
operando en toda la planta de tomate. El transcrito con ID Solyc08g078510.2.1 codifica a una
proteina denominada Gem-like 5, cuyo homdlogo en Arabidopsis codifica a una proteina
implicada en la sefalizacion por ABA. Esta proteina contiene un dominio GRAM
(‘Glucosyltransferasas, Rab-like GTPase Activators and Myotubularins’) de tipo GER-5, y parece
estar implicada en la regulacién de la divisién celular y desarrollo embrionario (Baron, K.N. y

col., 2014) . Este transcrito se encontro inducido en las tres partes de la planta (Tabla S4, MS).

Tanto en raiz como en parte aérea, se observd una fuerte induccién de un transcrito
(Solyc12g006380.1.1) que codifica una enzima ODD, implicada en la biosintesis de GAs
(Hedden, P. y Kamiya, Y., 1997). Otros 3 transcritos (Solyc03g006880.2.1, Solyc06g082030.2.1y
Solyc02g080120.1.1) que codifican enzimas implicadas en la biosintesis de GAs mostraron
cambios en su expresién de forma significativa en raiz, mientras que se encontraron inducidos
2 transcritos (Solyc01g058040.1.1 y Solyc02g089350.2.1) que codifican enzimas GA 2-oxidasas,
implicadas en inactivaciéon de GAs (Thomas, S.G. y col., 1999). En el fruto, se encontré inducido
1 transcrito que codifica al receptor de GAs identificado como SIGID1L2 (Solyc04g079190.2.1) y

reprimidos 2 transcritos que codifican proteinas de respuesta a GAs (Solyc06g007890.2.1 y
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Solyc04g078200.2.1) (Tablas S12, S13, S14; MS). Estos resultados muestran, que ante un ayuno
de K*, se podrian estar produciendo cambios en las concentraciones de GAs biolégicamente

activas en raiz y parte aérea de las plantas de tomate en respuesta a dicha deficiencia.

La regulacién transcripcional de genes mediante FTs constituye uno de los tipos de
regulacién génica implicada en la respuesta a numerosas deficiencias nutricionales. En tomate,
de las 34.727 proteinas codificadas, 1.845 se corresponden con FTs, lo que supone un 5,3 % del
total (Tomato Genome Consortium, 2012). En los resultados de RNA-seq obtenidos se
encontraron mas de 100 FTs que mostraron cambios en su expresién de forma significativa en
respuesta al ayuno de K, méas de 100 en parte aérea y mdas de 50 en el fruto de plantas de
tomate (Figura 106). Los FTs pueden agruparse en distintas familias dependiendo de los

dominios de unién a ADN que presentan.

En la raiz, todos los transcritos que codifican FT pertenecientes a las familias C2C2-GATA,
C2H2, CBF/YFN, GRAS, HSF, MADS, MYB-related y NAC, se mostraron inducidos tras ayuno de
K*; mientras que los pertenecientes a las familias C2C2-Dof, C2C2-YABBY, JMJ y SBP, se

encontraron reprimidos.

El FT denominado RAP2.11 perteneciente a la subfamilia ERF, se induce en condiciones de
bajo K' en raices de Arabidopsis y se une directamente al promotor del gen AtHAKS,
promoviendo su induccién (Kim, M.J. y col., 2012). El Unico FT de la familia AP2/ERF inducido
en raiz de las plantas de tomate aqui estudiadas (Tabla S14, MS) se corresponde con el
transcrito que codifica a SIERF7 (Solyc06g068360.2.1), que también se vio inducido en el fruto
(Tabla S16, MS). Se ha descrito que SIERF7 estd implicado en la floracién de tomate a través de
su interaccién con la proteina SICIPK2 (Yuasa, T. y col., 2012) y se induce en raiz, parte aéreay
fruto en respuesta a ABA y distintos estreses, como frio y dafio mecéanico (Sharma, M.K. y col.,
2010). El transcrito con ID Solyc03g044300.2.1 que codifica a un FT denominado AP2a, se
encontré reprimido en raiz e inducido en parte aérea (Tablas S14 y S15, MS). Se ha descrito la
participacién de AP2a en la maduracidn del fruto de tomate mediante la regulacién de la

sintesis y sefializacién del etileno (Chung, M.Y. y col., 2010; Karlova, R. y col., 2011).

Los estudios de expresidn de los FT de respuesta a auxina (ARF), han revelado que muchos
de ellos estarian implicados en el proceso de transicién de la flor al fruto. Sin embargo, su
regulacién se ve afectada por auxina y distintas hormonas, sugiriendo conexiones entre los

mecanismos de sefializacion entre hormonas. El FT ARF2 desempefia un papel en la regulacién
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del gen AtHAKS5 en raices de Arabidopsis, de forma que se encuentra reprimiendo su expresion
en condiciones de K*. Cuando hay deficiencia de K*, ARF es fosforilado, lo que impide su unién
al promotor de AtHAK5 (Zhao, S. y col., 2016). En Arabidopsis, la transcripciéon de AtARF2 no se
ve afectada tras el tratamiento con bajas concentraciones de K*, aunque se ha descrito su
implicaciéon sobre la regulacién de AtHAK5 (Zhao, S. y col., 2016) mientras que en los
resultados de RNA-seq aqui obtenidos, su homdlogo en tomate, SIARF2A (Solyc03g118290.2.1)
se mostrd inducido en la raiz en respuesta al ayuno de K (Tabla S14, MS). Este resultado
muestra que pueden existir diferencias en los perfiles de expresion de transcritos en respuesta
a una deficiencia de K* entre plantas de Arabidopsis y tomate, y que la forma de actuar de

estos FT homdélogos puede ser diferente en las dos especies.

Los FT de tipo GRAS (GAI, RGA, SCR) has sido relacionados con la tolerancia a estreses
abidticos, puesto que muchos de estos genes se han visto inducidos en respuesta a diferentes
estreses (Czikkel, B. y P Maxwell, D., 2007; Ma, H.-S. y col.,, 2010). La sobreexpresion de
OsGRAS23 de arroz, mejora la tolerancia a la sequia y estrés oxidativo (Xu, K. y col., 2015). El
silenciamiento de SIGRAS6 aumenta la resistencia a enfermedades (Mayrose, M. y col., 2006).
SIGRAS24 participa en procesos del desarrollo en tomate mediante la regulacion de la
sefializacion de auxinas y GAs (Huang, W. y col., 2017). La sobreexpresién de SIGRAS40 mejoré
la tolerancia a la salinidad y a la sequia (Huang, W. y col., 2017). En el ensayo de RNA-seq aqui
realizado, el transcrito que codifica a SIGRAS4 (Solyc01g100200.2.1) mostré una fuerte
induccion en raiz (Log, FC= 5.44) y parte aérea (Log, FC= 13.09) en las plantas de tomate en
respuesta ayuno de K* (Tablas S14 y S15, MS). En la parte aérea, el transcrito que codifica a
SIGRAS31 (Solyc05g053420.1.1) también se mostré inducido tras ayuno de K*, mientras que
SIGRAS14, SIGRAS15, SIGRAS48, SIGRAS26 y SIGRAS1 se encontraron reprimidos (Tabla S14,
MS). La expresion de SIGRAS4 en raiz y parte aérea se ha visto incrementada en respuesta a
frio, calor y salinidad; la expresion de SIGRAS15 y SIGRAS1, incrementada en respuesta a frio, y
la expresién de SIGRAS14, incrementada en respuesta a calor, mientras que la expresion de
SIGRAS26 se ha visto reprimida tras la exposicién de las plantas de tomate a todos los
tratamientos (frio, calor, sequia, salinidad, estrés oxidativo y estrés osmotico) (Huang, W. y
col., 2015). Los cambios observados en la expresion de estos transcritos en el ensayo de RNA-
seq realizado, podrian indicar la participacién de estos FT en la respuesta a un ayuno de K" en
plantas de tomate, ademas de participar en la respuesta a los distintos estreses descritos

(Huang, W. y col., 2015),

Los FT de tipo MYB participan en distintas funciones en las plantas, como la regulacidn del

metabolismo secundario, respuesta a hormonas y a diferentes estreses. A pesar de la cantidad
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de MYB identificados en tomate, muy pocos han sido caracterizados. En Arabidopsis, AtMYB77
se reprime en condiciones de ayuno de K* (Shin, R. y Schachtman, D.P., 2004) y estaria
implicado en la regulacion de la formacidn de las raices laterales mediante su interaccidén con
el FT AtARF7 (Shin, R. y col.,, 2007). El homdlogo de AtMYB77 en tomate no ha sido

identificado.

Las proteinas bHLH (‘basic Hélix-Loop-Helix’) constituyen una gran familia de FTs y juegan
funciones importantes en el metabolismo, fisiologia y procesos del desarrollo en plantas. En el
genoma de tomate se han identificado 159 genes que codifican proteinas SlbHLHs. En
Arabidopsis, el transcrito que codifica al FT bHLH121 se induce por bajas concentraciones de K*
externo y parece regular la transcripcion de AtHAK5 mediante la unidn directa a su promotor
(Hong, J.P. y col., 2013). El Unico transcrito que codifica a un FT bHLH inducido en raices de
tomate, se corresponde al transcrito Solyc05g014590.2.1, identificado como SIbHLH0O76 por
Wang, J. y col., (2015), y como SIbHLH132 por Sun, H. y col., (2015). Ninguno de los transcritos
gue mostraron cambios en su expresién de forma significativa en raiz, parte aérea y fruto de
tomate coincidieron (Tablas S13, S14 y S15, MS), indicando que podria existir especificidad en
la regulacion transcripcional de estas proteinas en las distintas partes de la planta de tomate,
en respuesta a ayuno de K'. De acuerdo con esta idea, un analisis filogenético entre los genes
AtbHLHs de Arabidopsis y los bHLHs en tomate, en respuesta a deficiencia de Fe, mostré que
existen diferencias en la regulacién transcripcional de bHLHs entre Arabidopsis y tomate (Sun,

H.y col., 2015).

Se ha descrito la participacion de los FT de tipo WRKY en la respuesta de la planta de
tomate a diferentes estreses abidticos, como frio (Chen, L. y col., 2015), sequia (Karkute, S.G. y
col., 2015) y salinidad (Bai, Y. y col., 2018). En el ensayo de RNA-seq realizado, se observé una
predominancia de transcritos SIWRKY inducidos, en las tres partes de la planta (Figura 106). De
los cuales, 5 transcritos de dicha familia (Solyc04g072070.2.1, Solyc08g067360.2.1,
Solyc04g051690.2.1, Solyc09g015770.2.1, Solyc03g095770.2.1) estaban inducidos tanto en raiz
como en parte aérea, y 1 transcrito (Solyc05g012770), en parte aérea y fruto. Estos transcritos
codifican a los FTs SIWRKY16, SIWRKY45, SIWRKY51, SIWRKY81, SIWRKY80 y SIWRKY4,
respectivamente. Se ha observado que SIWRKY45 se induce en respuesta a frio (Chen, L. y col.,

2015), mientras que SIWRKY4 se reprime en condiciones de sequia (Karkute, S.G. y col., 2015).

Las cascadas de proteinas MAPKs ejercen funciones importantes sobre el crecimiento y

desarrollo de la planta, asi como en la respuesta a varios estreses. En tomate, se han
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identificado 5 MAPKKs (SIMAPKK1-5) y 89 MAPKKKS (SIMAPKKK1-89) (Wu, J. y col., 2014). La
expresion de la mayoria de SIMAPKKKS se ha visto afectada por el tratamiento con distintas
hormonas, como auxina (Mockaitis, K. y Howell, S.H., 2000); y las 5 proteinas MAPKKs
mostraron inducciéon en respuesta a frio, calor, sequia y salinidad (Wu, J. y col., 2014),
indicando la posible implicacién de estas proteinas en la sefalizacidn de hormonas y en
respuesta a distintos estreses (Wu, J. y col., 2014; Mockaitis, K. y Howell, S.H., 2000). En el
ensayo de RNA-seq realizado, se observd en raiz la induccién del transcrito que codifica a la
MAPKK identificada como SIMAPKKS5 (Tabla S17, MS), lo que podria indicar su participacion en
la respuesta a ayuno de K*, al igual que se ha descrito en la respuesta a frio, calor, sequia y
salinidad (Wu, J. y col., 2014). También se ha observado la induccidon de dos transcritos que
codifican MAPKs, identificadas como SIMAPK4 (Solyc06g005170.2.1) y SIMAPK3
(Solyc06g005170.2.1). En raices de tomate expuestas a ayuno de K*, Pi y Fe, se observd la
induccion de dos genes homologos a los genes que codifican a la proteina MAPK6 y WIPK de
Nicotiana tabacum (Wang, Y.H. y col., 2002). El alineamiento de las secuencias nucleotidicas
correspondiente al gen MAPK6 descrito y la secuencia de SIMAPK4 revelé un 100 % de
identidad. El alineamiento de la secuencia de WIPK y de SIMAPK3 reveld un 86 % de similitud,
por lo que los transcritos de las proteinas MAPKs identificados en el ensayo de RNA-seq
podrian corresponderse con las MAPKs identificadas por Wang, Y.H. y col.,, (2002). Sin
embargo, la MAPKK identificada como MEK1 por Wang, Y.H. y col., (2002) cuya expresion
aumentd tras ayuno de K, PO,> y Fe, no se corresponde con la SIMAPKKS identificada en el
ensayo de RNA-seq. La fuerte induccion de MEK1 se observé tras una hora de ayuno de los
nutrientes (Wang, Y.H. y col., 2002), por lo que esta MAPKK podria estar implicada en la
sefializacion que tiene lugar al inicio de la deteccidon de la ausencia de nutrientes, y otras
MAPKKs podrian participar en la sefializaciéon transcurrido mas tiempo de deficiencia

nutricional.

El Unico transcrito inducido que codifica a un transportador de K* en raices de tomate
sometidas a ayuno de K" fue SIHAK5 (Solyc12g005670.1.1), lo que estd de acuerdo con
estudios previos en tomate (Wang, Y.-H. y col., 2002) en otras especies de plantas (Gierth, M.y
col., 2005; Yang, T. y col,, 2014; Aleman, F. y col., 2009a) y con los resultados mostrados en
esta Tesis Doctoral mediante ensayos de RT-qPCR (Figuras 55 y 88). En Arabidopsis, el
transporte de K' de raiz a parte aérea se lleva a cabo principalmente por el canal SKOR
(Gaymard, F. y col., 1998), cuyo transcrito se reprime en respuesta a bajas concentraciones de

K" externo (Gaymard, F. y col., 1998; Pilot, G. y col., 2003a). En tomate, el transcrito que
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codifica su homologo, el canal SISKOR (Solyc11g011500.1.1) se vio reprimido en raices
sometidas a ayuno de K, en el ensayo de RNA-seq (Tabla S20, MS), y también se observé este
resultado en el ensayo de RT-q PCR realizado en esta Tesis Doctoral (Figura 35). Al igual que
AKT2 se reprime en raices de Arabidopsis por ayuno de K" (Pilot, G. y col., 2003a), el transcrito
que codifica a su homdlogo en tomate (Solyc10g024360.1.1) se vio reprimido en raices de
tomate (Tabla S20, MS). El transcrito Solyc01g094290.2.1 se encontrd reprimido tanto en raiz
como en parte aérea (Tablas S20 y S21, MS). Este transcrito codifica un transportador de K* sin
caracterizar en tomate, y sin homdélogo identificado en Arabidopsis. Tras alinear la secuencia
nucleotidica de dicho transcrito con la herramienta BLAST, se obtuvo un porcentaje de
identidad del 100 % con la secuencia nucleotidica que codifica una ‘predicted’ proteina
descrita ‘K* efflux antiporter, cloroplastic’, por lo que podria tratarse del transcrito que codifica
un trasportador de tipo KEA en tomate. Diferentes estudios muestran que la falta de un
nutriente conlleva cambios en la transcripcién de genes que codifican transportadores de
otros nutrientes (Wang, Y.H. y col., 2002; Maathuis, F.J.M. y col., 2003; Nikiforova, V. y col.,
2003; Armengaud, P. y col., 2004). En las raices de tomate ayunadas de K se mostraron
reprimido 2 transcritos que codifican transportadores de NO; de alta afinidad similares a
NRT2.4 de Arabidopsis (Solyc11g069759.1.1 y Solyc06g010250.2.1). También se han observado
cambios en la transcripcién de genes que codifican transportadores de NO; en raices de
Arabidopsis en respuesta a bajas concentraciones de K externas (Armengaud, P. y col., 2004).
El transcrito que codifica al transportador de SO,*, SIST1.2 (Solyc12g056930.1.1), se mostrd
inducido en raices de tomate, mientras que los transcritos que codifican otro tipo de
transportador de SO,*, se reprimieron (Tabla $S20, MS). Sin embargo, en la parte aérea se
observé que estaban inducidos todos los transcritos que codifican transportadores de NO;' y
de SO,>, mientras que los que codifican transportadores de PO; estaban reprimidos (Tabla
$21, MS). Los transportadores implicados en el transporte de Mg** y Zn®* mostraron cambios
en su expresion en parte aérea y fruto, pero no en raiz. En concreto, el transcrito
Solyc07g065380.2.1 codifica a un transportador de Zn**, que se mostré inducido en ambas
partes. El transportador de Mg” de tipo MRS2-4, codificado por el transcrito
Solyc01g103890.2.1, estaba inducido en la parte aérea, mientras que en el fruto se mostré

reprimido (Tablas $S21 y S22, MS).

Estos datos sugieren que cambios en la homeostasis de un nutriente en particular
conlleva modificaciones en el transporte de otros nutrientes, de forma que se permita

mantener el equilibrio en el estado nutricional de toda la planta.

286









V. CONCLUSIONS






Conclusions

NO;, PO,> or SO, deficiency reduces low-affinity K* uptake capacity of Arabidopsis
and tomato plants, probably by repression of the genes encoding the systems for K*
uptake in the milimolar range of concentrations, AKT1 and LKT1, respectively. These
nutrient deficiencies also result in a decreased translocation of K* to the shoot in both
Arabidopsis and tomato plants, which may be a consequence of the reduction on the
expression levels of AtSKOR and SISKOR genes.

NO;, PO,* or SO,” deficiency induces AtHAK5 and SIHAKS transcription. However, only
K" deprivation produces functional HAK5-mediated K* uptake in Arabidopsis and
tomato roots, suggesting the existence of a posttranscriptional regulation of the HAK5
transporters elicited by a low K" signal.

High Ca®* reverts the repression of high-affinity K* uptake produced by high Na* in
tomato plants. The presence of Ca** during K* starvation reduces the Na*-induced
plasma membrane depolarization of roots cells. The mechanism by which high Ca**
levels prevent the Na'-induced depolarization is not known.

Ethylene and ROS signaling play an important role in low K'- SIHAK5 induction in
tomato roots. Inhibition of ethylene effect and ROS production result in lower
induction of SIHAK5 gene in response to K* deprivation, leading to a reduction of the
high-affinity K" uptake capacity.

The high-affinity K" transporter AtHAKS is regulated at the posttranslational level by
phosphorylation. Expression in yeast cells shows that the Ca®* sensors AtCBL1, AtCBLS,
AtCBL9 and AtCBL10 together with the AtCIPK23 protein kinase activate AtHAKS in
vivo. In vitro experiments show that the N-terminus of AtHAKS is phosphorylated by
AtCIPK23. Experiments of K" uptake and growth measurements in low K" medium with
Arabidopsis Knock-out mutants confirm the regulatory role of AtCIPK23 in planta.

Expression in yeast cells shows that the C-terminus domain of AtHAKS is necessary for
AtHAKS protein synthesis or stability and seems to be involved in posttranslational
regulation as well. Different C-terminus regions could be playing specific roles in its
regulation.

Another posttranslational regulation of AtHAKS could involve homomultimerization, as
shown by Bimolecular Fluoresce Complementation (BiFC) assays in N. benthamiana.

Expression in yeast cells shows that the G, Y, G, D residues, present in the N-terminus
domain at 67, 70, 71 and 72 positions, respectively, of AtHAK5 amino acid sequence,
are individually essential for AtHAKS functionality and could be shaping the pore
region responsible for K* ion binding and transport.
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10.

Cs" present at high external concentrations is toxic to plants, reduces the internal K*
concentration and is absorbed by a Ca**-sensitive system. At external micromolar
concentrations, Cs” is not toxic to plants but it accumulates in roots and shoots, which
may pose a health problem when plants are grown in areas affected by radiocesium
pollution. At this range, Cs" is taken up in K'-starved tomato plants by a high-affinity
Cs" uptake system with similar pharmacological and regulatory properties to the K
transporter SIHAKS.

The transcriptome analysis of tomato plants exposed to K* deprivation reveals
common elements between the Arabidopsis and tomato low-K" signaling pathways in
roots. In addition, tomato roots show different components to those described for
Arabidopsis roots. K'-starved root, shoot and fruit show differentially expressed
transcripts that could be further studied.
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1. INTRODUCTION

Potassium (K) is an essential nutrient for plants which is absorbed by the roots through
specific transport systems. Two systems, the high-affinity K" transporter HAK5 and the inward
rectifying channel AKT1, have been identified as the major contributors to root K* uptake. The

activity of these systems is regulated and responds to the environmental conditions.

An important goal in agriculture is the generation of new crop varieties with increased
efficient use of K*, especially under K* deprivation or under abiotic stress conditions, such as
salinity. These new varieties will allow reducing the economic and environmental cost of
agriculture. Identification of the sensing and signaling mechanisms as well as regulatory
mechanisms of those systems will allow generating new tools to improve their functionality
and K" nutrition. Gaining insights into the mechanism involved in K" uptake and their

regulation is crucial to develop these new varieties.

2. OBJECTIVES

The main objective was to gain insights into the systems involved in K" absorption in
plants and their regulatory mechanisms, by taking physiological and molecular approaches.
The model plant Arabidopsis was used in order to deepen in the knowledge of K" uptake and
its regulation. Tomato plants were used because it is important to identify such mechanisms in

relevant crops. In this context, the specific objectives were:

1. Study of the effects of NOs, PO,> or SO, availability on K' uptake and its
translocation, in Arabidopsis and tomato plants, in the millimolar and micromolar

ranges of K* concentrations.

2. Study of transcriptional and posttranscriptional mechanisms involved in HAK5
regulation in response to K* deprivation.
2.1- Characterization of low-K" signaling pathway in tomato plants.
- Ca” and Na' effects on high-affinity K* uptake.
- Role of ethylene and ROS in SIHAK5 gene transcription.
2.2-Identification of molecular mechanisms involved in posttranscriptional HAKS

regulation.
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3. Characterization of Cs" absorption by tomato roots.
3.1-Study of Cs* effects on high-affinity K" uptake.
3.2-Identification of systems involved in Cs* uptake at millimolar and micromolar

range of concentrations.

4. Transcriptome analysis of tomato plants in response to K* deprivation by RNA-seq.
4.1- Identification of up and down-regulated transcripts in root, shoot and fruit,
which could be functionally relevant for future studies on K* deprivation signaling

and regulation.

3. METHODOLOGY

3.1- Bacterial and yeast strains and media.

The bacterial E. coli DH5a (Hanahan, D., 1985), Top10 (Edwards, A.N. y col., 2011)
and GM119 (Arraj, J.A. y Marinus, M.G., 1983) strains were employed for plasmidic
DNA propagation.

The K uptake-deficient yeast (S. cerevisiae) strain 9.3 (Bafiuelos, M.A. y col., 1995)
was employed for functional complementation studies in growth tests and Rb* uptake
experiments. Yeast strains were grown routinely on SD medium (Sherman, F., 1991)
supplemented with 100 mM K*. The MaV203 yeast strain was used for Yeast Two-

Hybrid assay.

3.2- Plant material and growth conditions.

Seeds of Arabidopsis WT (ecotype Col-0) and of the T-DNA insertion mutants were
sterilized and grown in hydroponic culture (Gibeaut, D.M. y col., 1997) consisting of
one-fifth Hoagland modified solution. Tomato plants cv. Micro-Tom seeds were pre-
hydrated with aerated CaSO, solution and germinated in vermiculite at 28 °C. After 7
days, the seedlings were placed in containers with a one-fifth Hoagland modified

solution. The pH was adjusted daily to 5.5 and the solutions were renewed weekly. The
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Arabidopsis and tomato plants were grown on a conditions-controlled chamber and

subjected to different treatments according to the experiment to be carried out.

N. benthamiana plants were grown on soil on a conditions controlled chamber and

employed for Bimolecular Complementation Fluorescence assay.

3.3- K*/ Rb* depletion experiments in plants and mineral composition

determination.

After growing plants in the Hoagland modified solution as described above, the
roots were rinsed in a K'-free cold solution and transferred to containers with K'-free
Hoagland modified solution supplemented with K* or Rb*, as stated. Samples of the
external solution were taken at intervals to determine their K'/Rb" concentrations by
using a spectrometer (Perkin-Elmer, Waltham). The rates of depletion were calculated
from the reduction in K" or Rb" in the external solution per gram of root weight and unit

of time.

Plant material was harvested after the nutritional treatments, separated in roots
and shoots, dried at 65 °C for 4 days and the dry weight determined. Plant tissues were
digested with HNO;:HCIO, (2:1) and ions concentrations were determined by ICP analysis

(Iris Intrepid Il, Thermo Electron Corporation).

3.4- Obtaining Arabidopsis mutant lines.

Arabidopsis knockout double mutant hak5-3 cipk23-5 and akt1-2 cipk23-5 and the
triple mutant hak5-3 akt1-2 cipk23-5 were obtained by crossing of the corresponding
single mutants. The new mutant lines were checked by PCR on genomic DNA with the

corresponding primers.
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3.5- Rb* uptake experiments and drop test in yeast.

For Rb" uptake rates determination, yeast cells of the 9.3 yeast strain transformed
to express the combinations of cDNAs of interest, were grown overnight at 28 °C in
YPD medium containing 100 mM K*. Cells were centrifuged and resuspended in PA
medium without K, and incubated for 6 h at 28 °C and shaking. Then, cells were
centrifuged and resuspended in uptake buffer. At zero time, Rb* was added to reach
different external concentrations in different flasks. Internal Rb* concentration of acid-
extracted cells was determinated by atomic emission spectrophotometry with a Perkin
Elmer Analyst 400 spectrophotometer and referred to the corresponding dry weight of

the cells.

Growth yeast testes in low-K* were performed in PA medium solidified with 2 %

agar and supplemented with KCI at different concentrations as indicated in each case.

3.6- Nucleic acids and proteins manipulations.

Several techniques of nucleic acids manipulation were performed, such as genomic
and plasmidic DNA isolations, PCR reactions, plasmid constructs, RNA isolation and

real-time PCR.

Total membranes from yeast were isolated and their proteins were subjected to
immunoblotting assays. Y2H and BiFC assays were performed in order to detect

protein-protein interactions in vivo.

3.7- RNA-sequencing assay.

Tomato plants cv. Boludo were grown and treated in control and K* deprivation
conditions. After 5 days for roots and shoots, and 12 days for fruits, in the treatments,
RNA was isolated and sequenced via RNA-seq (performed by BGI-RNA Sequencing

Services). This first process was conducted at the CEBAS-CSIC (Spain), and the raw
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RNA-seq data were provided for the subsequent analysis during a 3 months stay in

Nottingham (UK).

During this stay, a bioinformatic analysis of the RNA-seq data was conducted. With
the use of different informatic tools, pre-processing of the reads, mapping and
assembly were done, in order to identify transcripts that were differentially expressed

as a response of tomato plants to K* starvation stress.

4. RESULTS AND DISCUSSION.

4.1- NO3z, PO43- or SO42 deficiency reduced low-affinity K+ uptake and

translocation to shoot in Arabidopsis and tomato plants.

The effect of the NO5, PO,* or SO,* deficiency on K* uptake in the millimolar range of
concentrations was studied on Arabidopsis and tomato plants and K'/Rb* depletion
experiments, dry weight, mineral composition and different genes expression levels were

determined.

These deficiencies reduced low-affinity K" uptake capacity of Arabidopsis and tomato
plants (Figure 25 and 31), and repressed the genes encoding the systems for K" uptake at
this range of K* concentrations, AKT1 and LKT1, respectively (Figure 29A and 35A). These
nutrient deficiencies also resulted in a decreased translocation of K* to the shoot in both
Arabidopsis and tomato plants (Figure 26 and 34), which may be a consequence of the
reduction on the expression levels of the AtSKOR and SISKOR genes observed (Figure 29B
and 35B).

The use of the Arabidopsis hak5-3 akt1-2 mutant line allowed to determine the effect
of nutrient deficiencies on K" uptake through alternative systems different from AKT1. The
results showed that the lack of these nutrients also reduced K* uptake in that line (Figure
25), indicating that the activity of a K" uptake system different to AKT1 was also reduced by
nutrient deprivation. In tomato plants, a Cs*-insensitive system alternative to LKT1 was also

downregulated by nutrient deficiency (Figure 31).
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4.2- A low K+ signal is required for high-affinity K+ uptake through HAK5

transporter.

The deficiencies of NOs” or PO,> induced AtHAK5 and SIHAKS genes transcription
(Figure 38 and 43) but high affinity K uptake by Arabidopsis or tomato roots was not
observed (Figure 37 and 42). Contrarily to NO; and PO,> deficiencies, the lack of SO, did
not induce AtHAKS5 or SIHAK5 expression (Figure 38 and 43) and no high-affinity K" uptake
was observed (Figure 37 and 42). Only when plants were deprived of both K* and the other
nutrient (-K-N, -K-P or —K-S treatments) high-affinity K" uptake was developed (Figure 37),
suggesting the existence of a posttranscriptional regulation of HAKS elicited by a low K*
signal. Although these results support the existence of common pieces for nutrient sensing,

specific mechanisms that activate the acquisition of a nutrient in particular seem to exist.

4.3- High Ca?* reverts the repression of high-affinity K+ uptake produced by

Na* in tomato plants.

Tomato plants were subjected to K* starvation in presence of different Ca** and Na'
concentrations and K" depletion experiments, dry weight, mineral composition and SIHAK5

gene expression levels as well as root membrane potentials were determined.

The presence of Na* during K* starvation reduced plasma membrane hyperpolarization
(Figure 52), eliminating one of the first events in the low K*-signaling cascade (Amtmann, A.
y col., 2006; Schachtman, D.P. y Shin, R., 2007), resulting in a repression of SIHAK5
induction (Figure 51), which importantly reduced the capacity of root high-affinity K" uptake
(Figure 46). The presence of high Ca** showed a reduced Na*-induced depolarization,
allowing higher SIHAK5 expression levels (Figure 51) and higher rates of high-affinity K
uptake. The results showed that the major contributor to the Ca*'- restored K" influx is the
SIHAKS transporter because NH," but not Ba*" importantly inhibited K* uptake (Figure 47).
The mechanism by which high Ca** levels prevent the Na'™-induced depolarization is not

known.
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4.4- Ethylene and ROS signaling play an important role in low K+ SIHAK5

induced in tomato roots.

Inhibition of ethylene effect and ROS production results in lower induction of SIHAK5
gene in response to K* deprivation (Figure 54), leading to a reduction of the high affinity K*
uptake capacity (Figure 53). Similarly to Arabidopsis, ethylene and ROS seem to be involved

in low K*-signaling pathway that results in SIHAK5 gene induction in tomato plants.

4.5- The high-affinity K+ transporter AtHAKS5 is regulated at the

posttranslational level.

Expression in yeast cells shows that the Ca®" sensors AtCBL1, AtCBLS, AtCBL9 and
AtCBL10 together with AtCIPK23 protein activate AtHAKS5 in vivo (Figure 62). In vitro
experiments show that the N-terminus of AtHAKS is phosphorylated by AtCIPK23 (Figure
58). Experiments of K' uptake and growth measurements in low K medium with
Arabidopsis mutant lines confirmed the regulatory role of AtCIPK23 in planta (Figure 56 and
60).

Serial deletions of the C-terminus domain of AtHAK5 were expressed in yeast cells and
showed that specific residues are necessary for AtHAKS protein synthesis or stability and
that other residues seem to be involved in posttranslational regulation as well (Figure 65

and 66). The different C-terminus regions could be playing specific roles in their regulation.

BiFC assay in N. benthamiana leaves transiently expressing AtHAKS fusions to the two
halves of the YFP protein, showed fluorescence emission, indicating homomultimerization
of AtHAKS5 (Figure 71). Taking this into account, another mechanism of AtHAK5

posttranslational regulation could involve multimerization.

Expression in yeast cells showed that specific residues present in N-terminus domain
are individually essential for AtHAKS functionality at low K* concentrations (Figure 75) and

could be shaping the pore region responsible for K* ion binding.
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4.6- The high-affinity K+ transporter SIHAKS5 could be involved in high

affinity Cs* uptake in tomato plants.

Previous reports in Arabidopsis have shown that the presence of Cs* in the growth
medium produced plant growth reduction, K* deficiency and induced AtHAKS5 gene under
K*-sufficient conditions (Adams, E. y col., 2013). The results presented here in tomato plants
showed that K*-sufficient plants treated with Cs" did not show high-affinity K" uptake or
SIHAKS5 induction (Figures 89 and 91). Cs* present at high concentrations is toxic to plants,
reduced the internal K" concentration and is absorbed by a Ca®*-sensitive system (Figure

92).

At micromolar concentrations, Cs* is not toxic to plants but it accumulates in roots and
shoots (Figure 93), which may pose a health problem when plants are grown in areas
affected by radiocesium pollution. At this range, Cs* was taken up in K'-starved tomato
plants by a high-affinity Cs* uptake system with similar pharmacological and regulatory
properties to the SIHAKS transporter. Known conditions that repressed SIHAK5 induction,
such as the presence of Na® (Nieves-Cordones, M. y col., 2007; Bacha, H. y col., 2015)
abolished high affinity Cs* uptake (Figure 96). Inhibitors of ethylene effect or ROS
production, Ag" and DPI, respectively, also abrogated high affinity Cs* uptake (Figure 99) as

well as NH," presence in the external solution of the Cs* depletion experiment (Figure 95A).

This study on tomato plants showed that at millimolar concentrations, Cs* uptake
could take place through a Ca** sensitive pathway, probably a NSCC, and at micromolar
concentrations, Cs' is accumulated by a high-affinity uptake system upregulated in K*

starved plants.

4.7- Transcriptome profiling of tomato roots revealed the presence of
common elements between the Arabidopsis and tomato plants low-K+
signaling pathways in roots, and different elements as well. Differentially
expressed transcripts of K+-starved roots, shoots and fruits could be

potential molecular pieces for K+ signaling in tomato plants.

Previous reports on Arabidopsis transcriptome (Armengaud, P. y col., 2004; Nikiforova,

V. y col., 2003) have identified transcripts induced after K" deprivation in roots. Other
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studies showed differential expression of other genes in response to K' deprivation,
including calcium sensors (Cheong, Y.H. y col., 2007), peroxidases (Kim, M.J. y col., 2010)
and oxidases (Shin, R. y col., 2005), elements involved in hormone signaling (Jung, J.-Y. y
col., 2009), transcription factors (Kim, M.J. y col., 2012; Shin, R. y col., 2007) and nutrient
transporters and channels (Wang, Y.H. y col.,, 2002; Maathuis, F.J.M. y col., 2003;
Nikiforova, V. y col., 2003; Armengaud, P. y col., 2004).

In the RNA-seq analysis performed in this Doctoral Thesis in roots, shoots and fruits of
K*-starved tomato plants the induction of the SICIPK23 gene in roots was observed. The
same result is described in Arabidopsis roots (Cheong, Y.H. y col., 2007), indicating the
probable activation in tomato roots of the SIHAKS5 transporter by the SICIPK23 kinase
protein, as observed in yeast (Figure 61). Transcripts encoding peroxidases and oxidases
shown different induction levels (Table S8, S9 and S10, MS) in roots, shoots and fruits in
response to K* deprivation; however, the homolog RCI3 peroxidase transcript in tomato did
not show induction in root, indicating that different elements could be also involved in

roots between Arabidopsis and tomato plants.

Enzymes involved in ethylene, auxin, ABA and GAs hormones biosynthesis and
signaling showed differentially expressed transcripts in roots, shoots and fruits in K* starved
tomato plants (Tables S11, S12 and S13, MS). Taking this into account, these hormones
could be involved in low-K" signaling similarly to Arabidopsis plants. The ethylene effect
blocked by Ag" and ROS levels decreased by DPI, leaded to SIHAK5 repression (Figure 54),
and reduced high-affinity K" absorption in roots (Figure 53), confirming the role of ethylene

and ROS production in low-K* signaling pathway in tomato plants.

Several genes encoding transcription factors showed changes in their expression levels
in response to K' deprivation, being more than 250 in roots, shoots and fruits. The
differentially expressed genes for transcription factors observed in this Doctoral Thesis
were classified in the corresponding family, allowing noticing the family distribution in the

different tomato parts (Figure 106).

The SIHAKS5 induction was observed in roots, according to the results already observed
in tomato plants (Wang, Y.-H. y col., 2002), in others plants (Gierth, M. y col., 2005; Yang, T.
y col., 2014; Aleman, F. y col.,, 2009a) and in this Doctoral Thesis as shown by RT-qPCR

assays (Figures 55y 88).
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Summary

The repression observed in SISKOR transcript (Table S20, MS) was also confirmed by
the RT-gPCR assay performed here (Figure 35) and it was in agreement with the results

observed in Arabidopsis (Gaymard, F. y col., 1998).

Transcriptional regulation of transcripts encoding different nutrient transporters was
observed (Tables S20, S21 and S22), indicating the existence of a crosstalk among the
elements involved in plant response to different nutrient deprivation, as well as an

integrated response for nutrient stress adaption in tomato plants.
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Tabla S1. Lecturas obtenidas de la secuenciacion de raiz (R), parte aérea (PA) y fruto (F) de plantas de
tomate, para cada una de las réplicas (bioldgicas y técnicas), tras el paso de pre-procesamiento.

Lecturas Totales
Tratamiento I.iépllic.a Rf'epli.ca R PA F
Bioldgica | Técnica

1 28.694.802 44.587.506 36.907.966

1 2 29.521.800 45.589.108 38.125.992

3 29.968.646 46.266.610 38.908.796

1 43.030.182 36.019.940 41.611.236

C 2 2 43.887.434 37.253.780 42.994.742
3 44.204.234 38.179.518 44.063.878

1 46.618.782 36.588.720 32.010.080

3 2 47.916.746 37.632.086 32.889.080

3 48.581.638 38.499.256 33.523.580

1 33.245.868 36.902.616 30.467.298

1 2 34.009.466 37.883.286 31.345.896

3 34.552.148 38.651.872 31.790.794

1 29.093.144 38.229.144 37.225.698

-K* 2 2 29.869.118 39.261.984 38.340.396
3 30.426.460 40.069.592 38.816.542

1 46.011.184 39.755.084 29.687.198

3 2 47.384.298 40.778.196 30.595.758

3 47.865.722 41.466.884 31.124.958

Total: 694.881.672 | 713.615.182 640.429.888
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Tabla S2. Porcentaje de alineamiento de las lecturas frente al genoma de tomate.

Tabla S3. Numero de transcritos de cada tipo, obtenidos para cada una de las partes de la planta de

tomate.

. Réplica Lecturas Lecturas Alineamiento
Muestra Tratamiento e e s .
Bioldgica totales alineadas (%)
1 88.185.248 77.947.732 88,4
C 2 131.121.850 117.488.706 89,6
3 143.117.166 129.474.610 90,5
R 1 101.807.482 89.491.238 87,9
K* 2 89.388.722 79.477.632 88,9
3 141.261.204 126.062.224 89,2
1 136.443.224 107.623.278 78,8
C 2 111.453.238 87.734.442 78,7
3 112.720.062 88.562.272 78,6
PA 1 113.437.774 89.376.446 78,8
K* 2 117.560.720 93.487.532 79,5
3 122.000.164 96.801.774 79,3
1 113.942.754 101.479.040 89
C 2 128.669.856 115.106.842 89,5
3 98.422.740 84.866.226 86,2
F 1 93.603.988 83.685.818 89,4
K* 2 114.382.636 101.820.092 89
3 91.407.914 80.920.266 88,5
Total 2.048.926.742 1.751.406.170 85,5

Transcritos
Solyc 33.809
MSTRG 22.197
NCRNA 3.851
TRNA 984
RRNA 90
Total 60.931
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Tabla S4. Informacion sobre los transcritos identificados cuya expresion se induce/reprime
de forma significativa en las tres partes de la planta de tomate, tras ayuno de K'.

R PA F
N° Transcrito ID log,FC log,FC log,FC Descripcion
Indole-3-acetic acid-amido
1 Solyc01g107400.2.1 3.787678879 3.17616897 1.32507703 synthetase GH3.8
2 Solyc08g078510.2.1 | 2.680125574 | 3.07117131 0.26728793 GRAM{O"”";’;;‘Z anA'r esponsive
3-isopropylmalate
3 Solyc07g052350.2.1 -0.54807941 -0.8001578 -0.5292073 dehydratase.Aconitase/iron
regulatory protein 2
4 Solyc07g006560.2.1 2.2520309 5.88169327 -1.9222801 Hypersensitive response assisting
protein
5 Solyc07g061800.2.1 0.357121051 4.50668239 -1.3065274 Heme-binding protein 2
6 Solyc02g089150.2.1 0.304901084 1.35959372 -1.2576771 MAP protein kinase-like protein
7 Solyc08g083110.2.1 0.738089563 1.07300517 -0.9891152 Cystathionine gamma-lyase
8 Solyc05g013820.2.1 0.501745165 1.55885979 -0.2595385 Proteasome subunit beta type
9 Solyc01g096570.2.1 | 0.377841247 1.06560065 -0.3116693 Exonuclease family protein
expressed
10 Solyc10g050060.1.1 1.279969999 1.83681548 -0.4249869 Elicitor-responsive protein 3
11 Solyc03g078370.1.1 2.133004409 -2.3124656 -0.5916256 Receptor-like protein kinase
Mitochondrial import receptor
12 Solyc02g068130.2.1 -1.04993273 3.60368245 0.86349989 subunit TOM20
Glucose-1-phosphate
13 Solyc07g056140.2.1 -0.29732887 1.59321552 -0.5356284
adenyltransferase
14 Solyc10g018600.1.1 -0.09136723 0.65419766 -0.2214713 Cationic amino acid transporter
15 Solyc01g073640.2.1 -1.00844908 3.56370329 -1.7768766 Uncharacterized oxidoreductase
16 | Solyc02g070320.2.1 | 0.810195877 -2.9338856 0.80256612 405 rib OSO'Z:Z t’i;zte’” S4-like
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.z o N ~_pe .z 2 .z
Tabla S5. Informacién sobre los transcritos relacionados con la sefializacién por Ca”, cuya expresion
se induce/reprime de forma significativa en la raiz de plantas de tomate tras 5 dias de ayuno de K".

Transcrito log,FC p-valor Gen Descripcion
Solyc03g083320.2.1 -1.801269799 | 0.012129431 SIcBL4 Calcineurin B-like calcium binding protein
Solyc02g021440.2.1 1.253789693 0.006785181 SICIPK23 CBL-interacting protein kinase
Solyc05g053210.2.1 -0.745155261 | 0.022260998 SICIPK1 CBL-interacting protein kinase
Solyc01g006840.2.1 -0.884637914 | 0.023905925 Calcium dependent protein kinase
Solyc01g112170.2.1 0.481515255 | 0.002859314 Calcium-dependent protein kinase
Solyc03g033540.2.1 1.030978172 | 0.048990074 Calcium-dependent protein kinase
Solyc01g096820.2.1 -0.476345775 | 0.031653305 Calcium-dependent protein kinase
Solyc07g064610.2.1 -2.796785528 | 0.001491889 Calcium-dependent protein kinase
Solyc01g108400.2.1 -1.345949657 | 0.026790587 Calcium-dependent protein kinase-like
Solyc02g088090.1.1 2.202019411 0.022282712 Calmodulin-like protein
Solyc03g115930.1.1 2.0815241 0.047880606 Calmodulin-like protein
Solyc03g044900.2.1 2.177412932 | 0.004400104 Calmodulin-like protein
Solyc10g083360.1.1 1.112058403 0.017152364 Calmodulin binding protein
Solyc09g082560.2.1 -1.316061715 | 0.005251384 Calmodulin binding protein
Solyc10g008790.2.1 -0.127312269 | 0.019741162 Calmodulin binding protein
Solyc12g008960.1.1 0.53417958 0.042018716 Calmodulin-binding protein
Solyc07g006830.2.1 0.483045194 | 0.032376154 Calmodulin-binding protein
Solyc03g119250.2.1 1.556333081 | 0.000440526 Calmodulin-binding protein
Solyc11g011120.1.1 0.650219767 | 0.001616749 Calmodulin-binding heat-shock protein
Solyc12g036390.1.1 3.493238422 0.00095406 Calmodulin-binding protein-like
Solyc11g012400.1.1 -0.774414188 | 0.005173324 Calcium-binding protein 39
Solyc02g086890.2.1 -0.547891158 | 0.012466016 Calcium homeostasis regulator
Solyc10g009280.2.1 1.453230988 0.025571294 Calcium-responsive transcription coactivator
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.z o N ~_pe .z 2 .z
Tabla S6. Informacién sobre los transcritos relacionados con la sefializacién por Ca”, cuya expresion
se induce/reprime de forma significativa en la parte aérea de plantas de tomate tras 5 dias de ayuno

de K.

Transcrito log,FC p-valor Gen Descripcion
Solyc02g072530.1 -2.289830159 | 0.026676233 SICIPK12 CBL-interacting protein kinase
Solyc04g049160.2 1.721014037 | 0.045574182 Calcium dependent protein kinase
Solyc01g010020.2 1.178606536 0.006270637 Calmodulin
Solyc10g079420.1 -11.72751104 | 0.026676233 Calmodulin

Solyc10g077010.1

1.214911216

0.025892753

Calmodulin 2

Solyc01g008950.2

1.235091665

0.022070366

Calmodulin 5/6/7/8-like protein

Solyc02g088090.1

5.182610467

0.009519327

Calmodulin-like protein

Solyc10g083360.1

1.666418929

0.002297422

Calmodulin binding protein

Solyc01g100240.2 1.855748752 | 0.001502908 Calmodulin-binding protein
Solyc01g060140.2 -0.955302812 | 0.039015751 Calmodulin-binding transcription activator 5
Solyc01g005400.2 1.595475748 | 0.017531419 Calcium binding protein Caleosin
Solyc05g054130.2 1.813361825 0.02818663 Calcium-binding protein 39

. s . . ~ e .z 2. .z
Tabla S7. Informacién sobre los transcritos relacionados con la sefializacién por Ca**, cuya expresién
se induce/reprime de forma significativa en el fruto de plantas de tomate tras 5 dias de ayuno de K".

Transcrito

log,FC

p-valor

Gen

Descripcion

Solyc08g077770.2.1

-0.131518811

0.022354843

SICBL1

Calcineurin B-like calcium binding protein

Solyc02g083850.2.1

0.986771273

0.031961931

Calcium-dependent protein kinase

Solyc04g009800.2.1

-0.518479202

0.011609005

Calcium-dependent protein kinase

Solyc01g108400.2.1

0.327937676

0.012382417

Calcium-dependent protein kinase

Solyc01g008950.2.1

-0.288431988

0.015009814

Calmodulin 5/6/7/8-like protein

Solyc06g066430.2.1

0.613019373

0.002611514

Calmodulin-binding family protein

Solyc01g108440.2.1

-0.205155274

0.047411717

Calmodulin-binding protein

Solyc02g079040.2.1

0.402967842

0.027480607

Calmodulin-binding protein

Solyc06g053530.2.1

-0.312529069

0.035771943

Calmodulin-binding protein MPCBP

Solyc01g005400.2.1

0.635462133

0.048902923

Calcium binding protein Caleosin

Solyc04g007960.2.1

0.371340135

0.008293984

Calcium binding protein Caleosin

Solyc04g079300.2.1

0.533187666

0.02645926

Calcineurin-like phosphoesterase family protein

Solyc12g088920.1.1

1.003657344

0.007541512

Calcineurin-like phosphoesterase family protein

Solyc04g009820.2.1

0.931767272

0.011094584

Calcium-responsive transactivator

Solyc04g048900.2.1

1.178511734

0.017894906

Calreticulin 2 calcium-binding protein

Solyc03g059180.2.1

0.15280112

0.022993238

Extracellular calcium sensing receptor
Rhodanese-like
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Tabla S8. Informacién sobre los transcritos relacionados con ROS, cuya expresion se induce/reprime
de forma significativa en la raiz de plantas de tomate tras 5 dias de ayuno de K".

Transcrito log,FC p-valor Gen Descripcion
Solyc01g006310.2.1 1.728053343 0.011583063 Peroxidase
Solyc01g067870.2.1 1.695687693 0.019949433 Peroxidase
Solyc02g087070.2.1 1.561046616 0.004258828 Peroxidase
Solyc04g080330.2.1 1.188124871 0.026600511 Peroxidase
Solyc11g072920.1.1 1.162119297 0.010478454 SIPOX5 Peroxidase
Solyc02g084790.2.1 0.615818134 0.001065192 Peroxidase
Solyc11g039570.1.1 0.321721912 0.006263284 SIPOX7 Peroxidase
Solyc09g007520.2.1 -0.587658101 0.048615932 Peroxidase
Solyc08g069040.2.1 -1.040119759 0.036401868 Peroxidase
Solyc12g005790.1.1 -1.057656719 0.023726067 Peroxidase
Solyc02g079500.2.1 -1.332949422 0.004596245 Peroxidase
Solyc05g046000.2.1 -1.382268157 | 0.010079633 Peroxidase
Solyc01g067850.2.1 -1.549787157 0.038142259 Peroxidase
Solyc08g075830.2.1 -1.575940275 0.014953846 Peroxidase
Solyc02g064970.2.1 -1.756568611 0.011962048 Peroxidase
Solyc02g090450.2.1 -2.312270936 3.66E-05 Peroxidase
Solyc09g074850.2.1 4.309854546 0.045681998 Glutathione S-transferase
Solyc12g011320.1.1 2.262561217 0.039778442 Glutathione S-transferase
Solyc09g011600.2.1 2.061367967 0.000805006 Glutathione S-transferase-like protein
Solyc09g011540.2.1 2.014842261 0.004446378 Glutathione S-transferase-like protein
Solyc09g011500.2.1 1.731069086 0.007205462 Glutathione S-transferase-like protein
Solyc10g084400.1.1 0.91254087 0.020186289 SIGST-L3 Glutathione S-transferase
Solyc09g011640.2.1 0.70980624 0.006614385 Glutathione S-transferase-like protein
Solyc09g091130.2.1 -0.237002086 | 0.011566614 Glutathione S-transferase
Solyc12g056240.1.1 -0.482695187 | 0.013999262 Glutathione peroxidase
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Tabla S9. Informacion sobre los transcritos relacionados con ROS cuya expresion se induce/reprime de
forma significativa en la parte aérea de plantas de tomate tras 5 dias de ayuno de K".

Transcrito log,FC p-valor Gen Descripcion
Solyc08g007150.1.1 1.562959743 0.003933748 Peroxidase
Solyc04g071890.2.1 1.180388844 0.00490807 Peroxidase
Solyc11g010120.1.1 1.147475499 | 0.027246744 Peroxidase
Solyc02g094180.2.1 -0.2540436 0.026676233 Peroxidase
Solyc03g006810.2.1 -0.766822414 | 0.030860803 Peroxidase
Solyc02g079500.2.1 -3.590301837 0.024518212 Peroxidase
Solyc09g011490.2.1 13.0888356 0.01562154 Glutathione S-transferase-like protein
Solyc02g081340.2.1 8.907691858 0.037763173 Glutathione S-transferase
Solyc05g006730.2.1 5.092920749 0.006688981 Glutathione S-transferase 3
Solyc09g011600.2.1 3.272678584 0.007284516 Glutathione S-transferase-like protein
Solyc10g084400.1.1 2.818516011 0.003326177 Glutathione S-transferase
Solyc09g007150.2.1 2.779122131 0.007901323 Glutathione S-transferase
Solyc12g056250.1.1 2.204345422 0.020828078 Glutathione S-transferase
Solyc01g086680.2.1 2.17156987 0.01227462 Glutathione S-transferase
Solyc09g011580.2.1 2.029812675 0.008562369 Glutathione S-transferase-like protein
Solyc06g069040.2.1 0.946594401 0.026402244 Glutathione S-transferase
Solyc10g084960.1.1 -0.448295064 | 0.026676233 Glutathione S-transferase-like protein
Solyc12g056230.1.1 2.508919244 0.022792899 GPxle-2 Glutathione peroxidase
Solyc08g006720.2.1 2.709627885 0.014209404 Glutathione peroxidase
Solyc08g080940.2.1 2.558749041 0.028897831 Glutathione peroxidase
Solyc08g081690.2.1 -1.402691522 | 0.046172567 SIRBOH1 Respiratory burst oxidase

Tabla S10. Informacion sobre los transcritos relacionados con ROS cuya expresién se induce/reprime
de forma significativa en el fruto de plantas de tomate tras 5 dias de ayuno de K".

Transcrito log,FC p-valor Gen Descripcion
Solyc07g056440.2.1 0.517057308 0.019163933 Glutathione S-transferase-like protein
Solyc04g009530.2.1 -0.270212232 | 0.023974652 Glutathione S-transferase
Solyc08g080910.2.1 -0.380275014 0.027621651 Glutathione S-transferase
Solyc12g056230.1.1 -0.338563566 | 0.000920406 GPxle-2 Glutathione peroxidase
Solyc05g025690.1.1 0.359974895 0.015286773 Respiratory burst oxidase-like protein E
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Tabla S11. Informacion sobre los transcritos relacionados con la sintesis, transporte o respuesta a
distintas fitohormonas (etileno, acido jasmoénico, auxina, acido abscisico y giberelinas) cuya expresion
se induce/reprime de forma significativa en la raiz de plantas de tomate tras 5 dias de ayuno de K".

Hormona | Transcrito ID log,FC p-valor Gen Descripcion
Solyc01g095080.2.1 | 0.42493245 | 0.01065023 SIACS2 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase
Solyc02g091990.2.1 | -0.3665114 | 0.00427772 SIACS3 1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase
Solyc09g089580.2.1 | 2.08726383 | 0.00084666 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase-like
Solyc04g009860.2.1 | 1.39549207 | 0.01027469 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase-like
Solyc09g089800.1.1 | 1.37555319 | 0.04742555 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase-like
Solyc02g071430.2.1 | 1.32841543 | 0.0195804 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase

ETILENO
Solyc11g010400.1.1 | -0.47906794 | 0.00102143 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase
Solyc06g060070.2.1 | -0.80739531 | 0.0332561 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase
Solyc11g007890.1.1 | -0.81608362 | 0.01502313 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase 4
Solyc02g081190.2.1 | -1.15699567 | 0.01649729 | SIACO4 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase
Solyc11g010410.1.1 | -2.97204769 | 0.01520501 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase
Solyc06g053710.2.1 | -1.23833779 | 0.03677337 SIETR4 Ethylene receptor
Solyc12g009220.1.1 | 4.05991781 | 0.00029169 Jasmonate ZIM-domain protein 1 (JAZ)

JA Solyc03g122190.2.1 | 0.73672893 0.031104 Jasmonate ZIM domain 2
Solyc08g036660.2.1 | 0.36589978 | 0.00418186 Protein TIFY 5A (JAZ)
Solyc01g107400.2.1 3.78767888 | 0.00076483 Indole-3-acetic acid-amido synthetase GH3.8
Solyc10g078370.1.1 | -0.12412112 | 0.01591621 SIPIN9 Auxin efflux carrier
Solyc01g068410.2.1 | -0.84493385 | 0.02722877 SIPINS Auxin Efflux Carrier
Solyc03g031990.2.1 | -1.86345254 | 0.0001289 Auxin efflux carrier family protein PIN-likes 3

AUXINA | Solyc11g013310.1.1 | -0.58040553 | 0.00513856 | SILAX3 Auxin transporter-like protein 3
Solyc07g066560.1.1 | 4.68944105 | 0.00584746 | SISAUR71 Auxin responsive SAUR protein
Solyc11g011630.1.1 | 0.22149876 | 0.04775903 Auxin-induced SAUR-like protein
Solyc01g097290.2.1 | -1.13987323 | 0.02473471 | SIIAA16 Auxin responsive protein
Solyc06g063060.2.1 | 1.77173867 | 0.01361067 Auxin-repressed protein
Solyc06g050500.2.1 | -1.46143895 | 0.03239089 SIPYL4 Abscisic acid receptor PYL4
Solyc04g071600.2.1 | 2.71648965 | 0.03696997 Abscisic stress ripening ASR3-like

ABA Solyc04g071590.1.1 | 0.56326985 | 0.01283474 | SIASR3 Abscisic stress ripening
Solyc08g078510.2.1 | 2.68012557 | 0.00178591 GRAM-containing/ABA-responsive protein
Solyc12g006380.1.1 | 5.13202345 | 0.00438789 2-oxoglutarate dependent dyoxigenase
Solyc03g006880.2.1 | -0.35042398 | 0.00450538 Gibberellin 20-oxidase-1
Solyc06g082030.2.1 | 0.45017259 | 0.00338055 Gibberellin 2-beta-dioxygenase

GAs Solyc02g080120.1.1 | -0.71693357 | 0.04456013 Gibberellin 2-beta-dioxygenase
Solyc07g061720.2.1 | 3.88585677 | 0.00302474 Gibberellin 2-oxidase
Solyc01g058040.1.1 | 0.13562382 | 0.04405438 Gibberellin 2-oxidase
Solyc02g089350.2.1 | -1.07637279 | 0.00823655 Gibberellin regulated protein
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Tabla S12. Informacion sobre los transcritos relacionados con la sintesis, transporte o respuesta a
distintas fitohormonas (etileno, acido jasmoénico, auxina, acido abscisico y giberelinas) cuya expresion
se induce/reprime de forma significativa en la parte aérea de plantas de tomate tras 5 dias de ayuno
de K.

Hormona | Transcrito ID log,FC p-valor Gen Descripcion
Solyc01g067620.2.1 | 3.77299633 | 0.01355188 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase
Solyc04g009860.2.1 | 3.36449572 | 0.02393558 1-aminocycloprop a":rlo';‘;; boxylate oxidase-like
Solyc09g089680.2.1 | 2.60042882 | 0.00838588 1-aminocyclop mpa";i't‘:;; boxylate oxidase-like
Solyc04g007980.2.1 | 2.45358593 | 0.04321827 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase
Solyc10g086780.1.1 | 1.11774383 | 0.03262641 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase 1
Solyc09g089770.2.1 | 0.19586212 | 0.02958935 Z-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase-like

ETILENO protein
Solyc10g076680.1.1 | -0.00464925 | 0.02667623 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase
Solyc02g068330.1.1 | -0.65274171 | 0.02667623 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase 3
Solyc09g010020.2.1 | -5.06551624 | 0.00637107 l'ami”OCVC/OPFOPGn;—é—;&;;boxylate oxidase-like
Solyc11g072110.1.1 | -7.06700825 | 0.0288167 1-aminocycloprop "”;'ri':e‘;; boxylate oxidase-like
Solyc09g089610.2.1 | -0.27977574 | 0.03331865 | SIETR6 Ethylene receptor
Solyc07g056580.2.1 | -1.12763026 | 0.0353767 SIETR2 Ethylene receptor

JA Solyc03g044800.1.1 | -1.09821625 | 0.02667623 Methyl jasmonate esterase
Solyc01g107400.2.1 | 3.17616897 | 0.00130484 Indole-3-acetic acid-amido synthetase GH3.8
Solyc02g064830.2.1 | -0.64825853 | 0.02667623 Indole-3-acetic acid-amido synthetase GH3.8
Solyc12g005310.1.1 | -1.66675906 | 0.02466448 Auxin-responsive GH3-like
Solyc03g031990.2.1 | -2.82298971 | 0.03704807 Auxin efflux carrier family PIN-likes 3
Solyc02g079190.2.1 | -1.25904788 | 0.0468535 Auxin F-box protein 5
Solyc05g056430.1.1 | 11.3349891 | 0.0311606 | SISAUR56 Auxin responsive SAUR protein
Solyc01g110660.2.1 | 5.26638637 | 0.00117149 Auxin-induced SAUR-like protein
Solyc01g110720.2.1 | -0.22016285 | 0.02667623 Auxin-induced SAUR-like protein
Solyc01g110620.1.1 | -0.25139165 | 0.02667623 Auxin-induced SAUR-like protein

AUXINA

Solyc03g082530.1.1 | -1.04086582 | 0.02667623 Auxin-responsive SAUR protein
Solyc06g053290.1.1 | -2.5067149 | 0.04307582 | SISAUR59 Auxin responsive SAUR protein
Solyc07g066560.1.1 | -3.65403893 | 0.02667623 | SISAUR71 Auxin responsive SAUR protein
Solyc09g083280.2.1 | 3.33255734 | 0.02247713 SIIAA1 Auxin responsive protein
Solyc12g007230.1.1 | 1.52986694 | 0.02419738 SIIAA8 Auxin responsive protein
Solyc06g075690.2.1 | 1.96031336 | 0.03716527 Auxin-regulated protein
Solyc11g073110.1.1 | 0.49950146 | 0.02156809 Auxin-regulated protein
Solyc01g099840.2.1 | 7.23374896 | 0.01001114 Auxin-repressed protein
Solyc06g063060.2.1 | 1.56619974 | 0.03709495 Auxin-repressed protein-like protein
Solyc08g078510.2.1 | 3.07117131 | 0.02479517 GRAM-containing/ABA-responsive protein

ABA Solyc08g082180.2.1 | 2.51083967 | 0.03533273 SIPYL9 Abscisic acid receptor PYL9
Solyc01g095700.2.1 | 1.62268689 | 0.01128029 | SIPYL8 Abscisic acid receptor PYL8

GAs Solyc12g006380.1.1 | 5.24506437 | 0.01668062 2-oxoglutaratedependent dyoxigenase

319



Material Suplementario

Tabla S13. Informacion sobre los transcritos relacionados con la sintesis, transporte o respuesta a
distintas fitohormonas (etileno, acido jasmoénico, auxina, acido abscisico y giberelinas) cuya expresion
se induce/reprime de forma significativa en el fruto de plantas de tomate tras 12 dias de ayuno de K".

Hormona | Transcrito ID log,FC p-valor Gen Descripcion
Solyc09g089690.2.1 | -0.40320733 | 0.01864843 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase-like
ETILENO | Solyc07g056580.2.1 | 0.56108562 | 0.04103906 | SIETR2 Ethylene receptor
Solyc12g011330.2.1 | -0.23191893 | 0.03893503 | SIETR1 Ethylene receptor
Solyc03g044740.2.1 | -1.4060931 | 0.0156216 Methyl jasmonate esterase
A Solyc06g084120.2.1 | -0.43290282 | 0.002787 Protein TIFY 4B
Solyc01g107400.2.1 | 1.32507703 | 0.00794096 Indole-3-acetic acid-amido synthetase GH3.8
Solyc10g079640.1.1 | -0.814848 | 0.01642471 IAA-amino acid hydrolase 9
Solyc07g048060.1.1 | -0.11640503 | 0.02959743 Auxin-induced protein-like
AUXINA
Solyc04g010330.2.1 | -0.09753693 | 0.02659971 Auxin-regulated protein
Solyc11g066380.1.1 | -0.98368154 | 0.01473812 Auxin-regulated protein
Solyc11g073110.1.1 | -0.30649355 | 0.04158656 Auxin-regulated protein
ABA Solyc08g078510.2.1 | 0.26728793 | 0.03292339 GRAM-containing/ABA-responsive protein
Solyc04g079190.2.1 | 0.36874777 | 0.04379309 | SIGID1L2 Gibberellin receptor
GAs Solyc06g007890.2.1 | -1.03235522 | 0.00473123 Gibberellin regulated protein
Solyc04g078200.2.1 | -1.12451784 | 0.0225901 Gibberellin-regulated family protein
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Tabla S14. Informacion sobre los transcritos que codifican factores de transcripcion cuya expresion se
induce/reprime de forma significativa en la raiz de plantas de tomate tras 5 dias de ayuno de K*.

Familia Transcrito ID log,FC p-valor Gen Descripcion
Solyc12g099390.1.1 | 1.6246429 | 0.006394781 Protein dehydr "t'O"Z”d”CEd 19 homolog
Solyc06g068360.2.1 | 1.46055181 0.01698313 SIERF.H2 Ethylene-responsive transcription factor
Solyc08g077240.2.1 | -0.60855456 | 0.02762525 Dehydration-responsive family protein
Solyc02g064960.2.1 | -0.70388023 | 0.049982237 APZ-like ethylene-responsive

transcription factor

AP2-ERF AP2-like ethylene-responsive
Solyc03g044300.2.1 | -0.77826768 | 0.048369289 SIAP2a y . P

transcription factor
Solyc04g071770.2.1 | -0.78667338 | 0.040238458 | SIERF.D6 | Civiemeresponsi ";: anscription factor
Solyc02g093150.2.1 | -0.88184362 | 0.022754076 AP2like ethylene-responsive
transcription factor
Solyc01g090340.2.1 | -4.95917178 | 0.014900861 | SIERF.B9 | Civieneresponsi "; ;’ anscription factor
Solyc10g083210.1.1 | 2.05117708 | 0.013954105 Auxin response factor 1.Transcriptional
factor
Solyc05g056040.2.1 | 179444794 | 0014094122 | SiARF2a | AUXinresponseft ‘;;t‘_f’t;f" Transcriptional
Auxin response factor 2.Transcriptional

ARF Solyc03g118290.2.1 | 0.57364509 | 0.017421919 SIARF2A factor
Solyc11g069500.1.1 | -0.3753544 0.038847488 SIARF10A Auxin response factor
Solyc07g043620.2.1 | -0.4832749 | 0.014790673 SIARF6B Auxin response factor
Solyc05g014590.2.1 1.4236134 0.004407915 BHLH transcription factor.
Solyc10g079050.1.1 | -0.70022807 | 0.018469912 BHLH transcription factor.
Solyc09g063010.2.1 | -0.85194824 | 0.035153723 BHLH transcription factor.

bHLH Solyc02g091810.1.1 | -0.72781356 | 0.004625903 BHLH transcription factor.
Solyc05g006650.2.1 -0.396227 0.029251882 BHLH transcription factor.
Solyc03g007410.2.1 | -0.26012969 | 0.045407644 BHLH transcription factor.
Solyc07g052670.2.1 | -1.4996076 0.023241346 BHLH transcription factor.
Solyc01g111740.2.1 | 0.68352274 | 0.001291678 Bzip-like transcription factor-like
Solyc01g109880.2.1 | 0.27038598 | 0.037164991 BZIP transcription factor
Solyc02g083520.2.1 | 0.04592501 | 0.001935451 BZIP transcription factor

bzIP Solyc08g006870.2.1 | -0.65553591 | 0.043802951 BZIP domain class transcription factor
Solyc10g050210.1.1 | -0.08559844 | 0.019070786 BZIP transcription factor
Solyc10g078670.1.1 | -0.2078726 | 0.001794934 BZIP transcription factor
Solyc11g006490.1.1 | -1.90389255 | 0.031774987 BZIP transcription factor

Nuclear transcription factor Y subunit A-
Solyc01g087240.2.1 | 1.24913899 | 0.008776829 SIYNFA-1 1. CCAAT-binding transcription factor,
subunit B
CBF/YNF Nuclear transcription factor Y subunit C-
Solyc01g079870.2.1 | 0.43173919 | 0.024605588 SIYNFC-2 2.Transcription factor CBF/NF-Y/
Nuclear transcription factor Y subunit B-
Solyc04g009520.2.1 | 0.18835816 | 0.038815115 SIYNFB-3 3.Transcription factor, CBFA/NFYB.
C2C2-DOF | Solyc05g007880.2.1 | -1.50490547 | 0.000217645 SIDOF29 Dof zinc finger protein
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((:EZA(':I'ZA- Solyc06g060940.1.1 | 0.94331994 | 0.021738776 SIGATA18 GATA transcription factor 29

fﬁé:éY Solyc11g071810.1.1 | -0.86674749 | 0.004490726 CRABS CLAW. YABBY protein
Solyc09g008470.2.1 | 0.92963103 | 0.004770144 Cys2/His2 zinc-finger transcription factor
Solyc04g008500.2.1 0.4692618 0.018498647 Cys2/His2 zinc-finger transcription factor

C2H2 Solyc02g079920.2.1 | 0.42825488 | 0.048664952 Cys2/His2 zinc-finger transcription factor
Solyc08g063040.2.1 | 0.39750367 | 0.044887114 Cys2/His2 zinc-finger transcription factor
Solyc01g010410.2.1 | 0.05532959 | 0.032124331 Cys2/His2 zinc-finger transcription factor
Solyc10g081790.1.1 | 3.77460986 | 0.011571783 Ring finger C3HC4 RING-type
Solyc01g095180.2.1 | 2.58967708 | 0.014936092 Ring finger C3HC4 RING-type
Solyc07g007160.2.1 | 1.38186768 | 0.005193975 Ring finger C3HC4 RING-type
Solyc01g088640.2.1 | 0.80664698 | 0.008943434 Ring finger C3HC4 RING-type

C3HC4- —

RING Solyc12g010500.1.1 | 0.77354371 | 0.005757469 Ring finger C3HC4 RING-type
Solyc10g054030.1.1 | -0.00815261 | 0.017028094 Ring finger C3HC4 RING-type
Solyc07g007200.2.1 | -0.74986143 | 0.003353905 Ring finger C3HC4 RING-type
Solyc03g095450.2.1 | -0.8479408 | 0.040165258 Ring finger C3HC4 RING-type
Solyc09g089890.1.1 | -2.85850347 | 0.000384654 Ring finger C3HC4 RING-type
Solyc10g078430.1.1 | 0.47120777 | 0.024982997 Transcription factor Dp-1

E2F/DP
Solyc01g007760.2.1 | -0.44029164 | 0.013152827 Transcription factor E2F
GRAS Solyc01g100200.2.1 | 5.44889866 9.02E-05 SIGRAS4 GRAS family transcription factor
HSF Solyc12g098520.1.1 | 1.04614502 | 0.008005376 SIHSFAS Heat stress transcription factor

IWS Solyc06g066320.2.1 | -0.42541834 | 0.032605462 Transcription factor IWS1

v Solyc04g028580.1.1 | -0.4102919 | 0.035011597 5:”;;2;2’&‘;’/’2;‘}5227}5 Zier,ji
Solyc11g030390.1.1 | 0.92282861 | 0.023958837 MADS box interactor-like

MADS
Solyc01g106700.2.1 | 0.87482526 0.00349756 MADS-box transcription factor
Solyc11g073120.1.1 | 1.49716439 | 0.003636827 SIMYB48 MYB transcription factor
Solyc10g005460.2.1 1.4308176 0.0045919 MYB transcription factor
Solyc03g116100.2.1 | 1.16712902 | 0.001059397 MYB transcription factor
Solyc01g057910.2.1 1.07398911 | 0.024022495 MYB transcription factor
Solyc04g056310.2.1 | 0.79351254 | 0.043379092 MYB transcription factor
Solyc11g011770.1.1 | 0.62067023 | 0.048622942 Myb family transcription factor-like

M Solyc05g053330.2.1 | 0.56090478 | 0.000518357 SIMYB2 MYB transcription factor
Solyc04g015290.2.1 | 0.45669806 | 0.035321034 Myb family transcription factor
Solyc12g008800.1.1 0.4528923 0.038875971 MYB transcription factor
Solyc11g039750.1.1 | 0.44407478 | 0.024564706 MYB transcription factor
Solyc06g065100.2.1 | 0.43306731 | 0.039178107 Myb-like transcription factor 1
Solyc02g036370.2.1 | 0.41507407 | 0.033299732 MYB transcription factor
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Solyc12g006800.1.1 | 0.17416003 0.00077982 Myb family transcription factor-like
Solyc07g056120.2.1 | 0.15742606 | 0.020356485 MYB transcription factor
Solyc03g006150.2.1 | -0.07992507 | 0.02377704 MVYB transcription factor SHAQKYF class
family protein
Solyc06g036300.2.1 | -0.29953525 | 0.010654282 MYB transcription factor
Solyc10g080460.1.1 | -0.75368013 | 0.046805056 MYB transcription factor
Solyc06g075660.2.1 | -1.1040486 0.044581201 MYB transcription factor
Solyc12g005800.1.1 | -1.11879803 | 0.032172303 MYB transcription factor
Solyc06g005310.2.1 | -1.45614537 | 0.000655431 MYB transcription factor
Solyc03g093890.2.1 | 3.49842937 | 0.003265716 Myb-related transcription factor
Solyc09g090130.2.1 | 3.30668226 | 0.048454093 Myb-related transcription factor
Solyc03g093940.1.1 | 2.00674144 | 0.004487455 Myb-related transcription factor-like
MYB- protein
y - — "
related Solyc06g034000.1.1 | 1.86689976 1.11E-05 Myb-related transcr{ptlon factor-like
protein
Solyc12g008670.1.1 | 1.63478845 | 0.008818702 Myb-related transcription factor
Solyc06g033870.1.1 | 0.18563748 | 0.012572178 Myb-related transcription factor
Solyc02g093420.2.1 | 2.48361723 | 0.026958674 NAC domain class transcription factor.No
apical meristem (NAM) protein
Solyc04g005610.2.1 | 1.72566841 | 0.009107273 NAC domain class transcription factor.No
apical meristem (NAM) protein
Solyc06g061080.2.1 | 1.65467163 | 0.000192291 NAC domain class transcription factor.No
NAC apical meristem (NAM) protein
Solyc05g007770.2.1 | 1.54997489 | 0.019065809 NAC domain class transcription factor.No
apical meristem (NAM) protein
NAC domain class transcription factor.No
Solyc07g063420.2.1 1.082354 0.03975163 apical meristem (NAM) protein
Solyc02g087920.2.1 | 0.67062896 | 0.014504071 NAC domain class transcription factor.No
apical meristem (NAM) protein
Solyc12g013620.1.1 | 1.17318601 | 0.00368137 NAC domain protein. No apical meristem
(NAM) protein
NAC domain protein. No apical meristem
Solyc07g063410.2.1 | 1.07246445 | 0.002099356 (NAM) protein
Solyc08g077110.2.1 | 0.87760841 | 0.025747023 NAC domain protein. No apical meristem
(NAM) protein
NAC domain protein. No apical meristem
Solyc12g056790.1.1 | 0.82795737 | 0.001112958 (NAM) protein
NAC domain protein. No apical meristem
NAC- Solyc10g055760.1.1 | 0.77166558 | 0.024479362 (NAM) protein
related i i i i
Solyc06g008360.2.1 | 0.72719357 | 0.044271047 NAC domain protein. No apical meristem
(NAM) protein
Solyc11g068620.1.1 | 0.69329411 | 0.041709035 NAC domain protein. No apical meristem
(NAM) protein
Solyc06g073050.2.1 | 0.57273406 | 0.025565688 NAC domain protein
NAC domain protein. No apical meristem
Solyc12g017400.1.1 | -0.10301783 | 0.042372758 (NAM) protein
NAC domain protein. No apical meristem
Solyc07g053590.2.1 -1.4609882 0.042603407 (NAM) protein
SBP Solyc01g080670.2.1 | -1.43889734 | 0.030861423 sisgpy | Squamosa promoter binding protein-like.
Transcription factor, SBP-box
Solyc04g072070.2.1 | 2.92975398 | 0.000558351 SIWRKY16 WRKY transcription factor
WRKY Solyc05g015850.2.1 | 2.79948133 | 0.001905238 WRKY transcription factor
Solyc08g067340.2.1 | 2.75753446 0.01971521 WRKY transcription factor
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Solyc08g067360.2.1 | 2.70722395 | 0.003796916 SIWRKY45 WRKY transcription factor
Solyc04g051690.2.1 | 2.63494056 | 0.007207969 SIWRKY51 WRKY transcription factor
Solyc09g015770.2.1 | 2.02206145 | 0.009029747 SIWRKY81 WRKY transcription factor
Solyc03g095770.2.1 1.56856149 | 0.002147119 SIWRKY80 WRKY transcription factor
Solyc10g009550.2.1 1.49783683 | 0.015223804 WRKY transcription factor
Solyc06g066370.2.1 1.21253917 | 0.007875424 WRKY transcription factor
Solyc09g010960.2.1 1.08283039 | 0.040346078 WRKY transcription factor
Solyc02g032950.2.1 | 0.87845009 | 0.036171239 WRKY transcription factor
Solyc12g011200.1.1 | 0.74683019 | 0.006839891 WRKY transcription factor
Solyc02g088340.2.1 | 0.60769273 | 0.015109623 WRKY transcription factor
Solyc09g066010.2.1 | 0.42111037 | 0.042729683 WRKY transcription factor
Solyc06g070990.2.1 | -0.95560991 0.00464597 WRKY transcription factor
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Tabla S15. Informacidn sobre transcritos que codifican factores de transcripcidon cuya expresion se
induce/reprime de forma significativa en la parte aérea de plantas de tomate tras 5 dias de ayuno de

+

K.

Tlch.,rde Transcrito ID log2FC p-valor Gen Descripcion
Solyc12g099390.1.1 | 2.6805963 | 0.007216125 Protein DEH’;E; ':‘OTI; Z’\Z’ NDUCED 19
Solyc01g065980.2.1 | 2.21079368 0.032135057 SIER;':_:/ SIE Ethylene responsive transcription factor
Solyc09g075420.2.1 | 1.90319036 0.039633007 SZ’Z’;E;/ Ethylene responsive transcription factor
Solyc03g044300.2.1 | 1.36920839 | 0.013757243 APZ'Itif:n‘:z?i‘gfi';i':ztp;r‘Sive
Solyc06g035790.2.1 | 1.13139601 0.030020201 Dehydration-responsive family protein
Solyc03g116610.2.1 | 0.82061973 0.004807711 SIERF.A2 Ethylene-responsive transcription factor

AP2-ERF Solyc04g051360.2.1 | -0.07384678 0.026676233 SIERF.D1 Ethylene-responsive transcription factor
Solyc01g009440.1.1 | -0.12879751 0.026676233 Ethylene-responsive transcription factor
Solyc09g066360.1.1 | -0.40650828 0.026676233 SIERF.C3 Ethylene-responsive transcription factor
Solyc10g050970.1.1 | -0.60339284 0.018416281 SIERF.D4 Ethylene-responsive transcription factor
Solyc10g079450.1.1 | -1.11850633 0.033728849 Dehydration-responsive protein-like
Solyc04g049800.2.1 | -1.67926215 | 0.002357372 APz-f,l;enii,’,‘)gf,g:;sif:?Sive
Solyc04g080360.2.1 | -2.04045432 0.03557923 Dehydration-responsive family protein
Solyc04g078640.1.1 | -4.90083788 0.029971925 Ethylene-responsive transcription factor
Solyc07g042260.2.1 | -2.36082195 0.016814633 SIARF19 Auxin response factor

ARF Solyc03g121060.2.1 | -2.35739074 0.027360226 Auxin response factor
Solyc05g047460.2.1 | -1.66830208 | 0.006687722 SIARF7B Auxin response factor
Solyc09g065820.2.1 | 2.72271617 0.03410912 BHLH transcription factor
Solyc06g051260.2.1 | 2.38280298 0.010450152 Transcription factor bHLH
Solyc10g008270.2.1 1.9279249 0.017987827 BHLH transcription factor
Solyc03g097820.1.1 | 1.90175802 0.019416756 BHLH transcription factor
Solyc01g080050.2.1 | 1.89008143 0.021282692 BHLH transcription factor

bHLH Solyc12g010170.1.1 | 1.68152762 0.007597061 BHLH transcription factor
Solyc08g083170.1.1 | 0.29346666 0.013428107 BHLH transcription factor
Solyc06g072520.1.1 | -0.54301843 0.026676233 BHLH transcription factor
Solyc09g063010.2.1 | -1.31279582 0.023601456 BHLH transcription factor
Solyc09g009800.2.1 | -2.44730345 0.023048029 BHLH transcription factor
Solyc10g009290.1.1 | -7.96027656 0.026676233 BHLH transcription factor
Solyc08g076100.2.1 | 2.43538974 0.001160578 BZIP transcription factor 3
Solyc06g060490.2.1 | 1.92865236 0.029010074 BZIP transcription factor family protein

bzIP Solyc01g104650.2.1 | 1.78490105 0.028731093 BZIP family transcription factor
Solyc02g084860.1.1 | -0.56885229 0.035908827 BZIP family transcription factor
Solyc09g005610.2.1 | -0.77634419 0.026676233 BZIP family transcription factor
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Solyc02g092620.2.1 | -0.78399661 0.00512809 BZIP domain class transcription factor
Solyc10g078290.1.1 | -7.11006503 0.024869724 BZIP family transcription factor
Solyc04g082890.2.1 | -16.5195134 0.033570768 BZIP transcription factor protein (
Solyc03g114400.2.1 | 5.25887663 | 0.046790137 N”d‘;’: ;; iﬂif;lf; t,';")f;]; ‘;;:"C’B);j;\’li”;"t &
. Solyc04g049910.2.1 | -0.68623089 | 0.03773229 Nuclear tr G”S;f ’:é’;’:;’: /J;\‘I’FC;‘;’ YS“b””’:t &
Solyc05g005390.1.1 | -0.05733853 | 0.026676233 N”glle;r; ;rs"c’;f;;’:)’;’?g é Z‘;toch‘;:%’Vi% &
Solyc05g015330.1.1 | -3.12964513 | 0.010825574 N ”C’learrrzrgs"csrfg;’;’r‘:;ffgfg :/”;F"';/’t ¢
Solyc11g072500.1.1 | -0.2304276 0.026676233 Dof zinc finger protein 12
C2C2-DOF
Solyc03g121400.1.1 | -2.2938325 0.026823601 Dof zinc finger protein 4
SS?AC'I'ZA_ Solyc10g047640.1.1 | 6.68512029 0.040042951 SIGATA27 GATA transcription factor 25
$:Bc§\-( Solyc12g009580.1.1 | 1.71487114 | 0.042312655 CRABS CLAW.YABBY protein
Solyc05g050860.1.1 | -0.05686794 0.026676233 Cys2/His2 zinc-finger transcription factor
Solyc11g062060.1.1 | -0.08394761 0.026676233 Cys2/His2 zinc-finger transcription factor
car2 Solyc05g009180.1.1 | -0.50498473 0.022551324 Cys2/His2 zinc-finger transcription factor
Solyc04g014540.1.1 | -3.07324957 0.026676233 Cys2/His2 zinc-finger transcription factor
Solyc01g107290.2.1 | 4.82416697 | 0.038733018 RING finger family tf;‘:“” C3HC4 RING-
Solyc06g049030.2.1 | 4.25810206 | 0.018469227 RING finger f “m"’yt)’l’;‘;te"” C3HC4 RING-
Solyc10g081110.1.1 | 1.60557867 | 0.010463041 RING finger ft ”mi/ytfg‘;tei” C3HC4 RING-
Solyc01g098750.2.1 | 1.56678181 | 0.047183926 RING finger f "mi’yt)’/’;‘;tEI” C3HC4 RING-
Solyc03g096930.2.1 | 1.14961414 | 0.037210751 RING finger ft ”mi/ytfg‘;tei” C3HC4 RING-
Canca. | SOWVe026085270.1.1 | -0.08725267 | 0.026676233 RING finger f "mi’yt)’/’;‘;tEI” C3HC4 RING-
RING | s olyc11g005290.1.1 | -0.12879751 | 0.026676233 RING finger f “'"”yt)’l’;‘;te"” C3HC4 RING-
Solyc03g114190.1.1 | -0.3768774 | 0.026676233 RING finger f ”m”ytf;‘;te"” C3HC4 RING-
Solyc01g105620.2.1 | -0.51252939 | 0.027424287 RING finger f “'"”yt)’l’;‘;te"” C3HC4 RING-
Solyc01g104260.2.1 | -1.77220252 | 0.013805876 RING finger family tf;‘:tei” C3HC4 RING-
Solyc01g109200.2.1 | -2.97948204 | 0.026676233 RING finger f "m””n’l’;‘;tem C3HC4 RING-
Solyc04g081890.1.1 | -5.1841693 | 0.026676233 RING finger family tf;‘:e"” C3HC4 RING-
Solyc01g100200.2.1 | 13.0929723 0.009651257 SIGRAS4 GRAS family transcription factor
Solyc05g053420.1.1 | 0.50683115 | 0.013853521 | siGrassz | CAlfikeprotein fla'cf;AS transcription
Solyc04g081170.2.1 | -0.01995302 0.026676233 GAGA-binding transcriptional activator
GRAS Solyc04g014830.1.1 | -0.11082999 0.026676233 SIGRAS14 GRAS family transcription factor
Solyc10g074680.1.1 | -0.261095 | 0.035365242 | SIGRAS15 | SCARECROW. GRAS transcription factor
Solyc11g013150.1.1 | -0.55208825 0.002016593 SIGRAS48 GRAS family transcription factor
Solyc02g092570.1.1 | -1.00481835 0.026676233 SIGRAS26 GRAS family transcription factor
Solyc11g012510.1.1 | -1.13154143 0.026676233 SIGRAS1 GRAS family transcription factor
IWS1 Solyc06g066320.2.1 | -0.91256692 0.011774375 Transcription factor iws1
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Lysine-specific demethylase

JMJ Solyc04g028580.1.1 | -0.41083718 0.020926916 L . "
5A.Transcription factor jumonji
Solyc07g052700.2.1 | 4.47475062 0.015082743 MADS-box transcription factor 1
Solyc03g114830.2.1 1.7073769 0.016631164 MADS box transcription factor
Solyc05g015720.1.1 | 0.93961342 | 0.047419272 MADS box transcription factor-like
protein
MADS | Solyc01g097850.1.1 | 0.55816293 | 0.040656794 MADS-box transcription factor 31 (A)
Solyc03g033900.1.1 -0.1473697 0.026676233 MADS-box protein
Solyc11g020320.1.1 | -0.23767794 0.024016007 Transcription factor MADS-box
Solyc01g093960.2.1 | -0.54700663 0.026676233 MADS box transcription factor
Solyc08g082890.2.1 | 2.45258467 0.036040601 Myb family transcription factor
Solyc10g086250.1.1 | 2.00254676 0.006680252 SIMYB90 Myb family transcription factor
Solyc05g007890.2.1 | 1.86795884 0.006988296 Myb family transcription factor
Solyc04g078420.1.1 | 1.22579839 0.028105697 SIMYB70 Myb family transcription factor
Solyc10g081490.1.1 | 0.97644932 0.032865178 Myb family transcription factor
Solyc02g067760.2.1 | -0.05815049 0.026676233 Myb family transcription factor
Solyc04g077260.2.1 | -0.19084424 0.026676233 Myb family transcription factor
MYB
Solyc07g054840.2.1 | -0.45511464 0.026676233 Myb family transcription factor
Solyc12g089190.1.1 | -0.5282721 0.026676233 Myb family transcription factor
Solyc06g071690.2.1 | -0.7457791 0.018849454 Myb family transcription factor
Solyc04g079600.2.1 | -1.75022836 0.04460872 Myb family transcription factor
Solyc06g076770.2.1 | -3.33477774 0.026676233 Myb family transcription factor
Solyc09g014250.2.1 | -4.97574955 0.026676233 Myb family transcription factor
Solyc01g111500.2.1 | -7.44583323 0.027488806 Myb family transcription factor
Solyc08g077110.2.1 | 4.90253448 | 0.000301841 NAC domain protein No apical meristem
(NAM)
Solyc10g055760.1.1 | 3.71537645 | 0.014471797 NAC domain protein. No apical meristem
(NAM)
Solyc03g097650.2.1 | 1.75238145 | 0.002163856 NAC domain protein. No apical meristem
(NAM)
Solyc02g061780.2.1 | 1.45256206 | 0.037341146 NAC domain protein . No apical meristem
(NAM)
NAC | solycoeg065410.2.1 | 0.33274166 | 0.044024303 NAC domain p mt(e,:,'; a;’ apical meristem
Solyc06g063380.1.1 | -0.10939471 | 0.026676233 NAC domain protein. No apical meristem
(NAM)
Solyc02g069960.2.1 | -0.20812151 0.026676233 NAC domain protein
Solyc03g062670.1.1 | -0.37305358 | 0.026676233 NAC domain protein. No apical meristem
(NAM)
Solyc11g018660.1.1 | -0.64489259 | 0.029149482 NAC domain protein. No apical meristem
(NAM)
TCP- L
CYCLOIDEA Solyc05g012840.1.1 | -0.06054382 0.026676233 CYCLOIDEA .Transcription factor, TCP
Solyc01g095630.2.1 | 6.69584508 0.026889408 WRKY transcription factor
Solyc09g015770.2.1 | 3.92313352 0.006783037 WRKY transcription factor
WRKY Solyc03g095770.2.1 | 3.72072928 0.048804972 WRKY transcription factor
Solyc08g067360.2.1 | 3.61926725 0.008492771 WRKY transcription factor
Solyc04g072070.2.1 3.2600978 0.002185642 WRKY transcription factor
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Solyc07g056280.2.1 | 3.13394975 0.004434202 WRKY transcription factor
Solyc04g051690.2.1 | 2.50288535 0.045700427 WRKY transcription factor
Solyc03g116890.2.1 | 1.71232383 0.041706444 WRKY transcription factor
Solyc05g012770.2.1 | 1.43907954 0.041146369 SIWRKY4 WRKY transcription factor
Solyc02g094270.1.1 | -0.03131509 0.03977206 WRKY transcription factor
Solyc12g042590.1.1 | -0.64070127 0.045146942 WRKY transcription factor
Solyc07g065260.2.1 | -1.84213914 0.040936739 WRKY transcription factor
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Tabla S16. Informacion sobre transcritos que codifican factores de transcripcion cuya expresion se
induce/reprime de forma significativa en el fruto de plantas de tomate tras 12 dias de ayuno de K".

FT Transcrito ID log,FC p-valor Descripcion
Solyc06g068360.2.1 | 0.33833254 0.046711242 SIERF.H2 Ethylene-responsive transcription factor
AP2/ERF - -
Solyc04g077490.2.1 | -0.29081359 0.017361903 Ap2-like ethlyle.ne-responswe
transcription factor
Solyc11g069190.1.1 | 0.86328471 0.003855434 SIARF4 Transcriptional factor B3
Solyc02g090710.2.1 | 0.72849966 0.001390916 Auxin response factor
ARF Auxin response factor. Transcriptional
Solyc01g081400.2.1 | -0.28962943 0.017875683 p : P
factor B3
Solyc03g121060.2.1 | -0.61376446 0.020307729 SIIAA26 Transcriptional factor B3
Solyc01g086870.2.1 | 0.42495961 0.023003868 SIbHLHO10 BHLH transcription factor
Solyc02076920.2.1 | -0.29697418 | 0.031987627 | SibHLHo28 | | onscription factor MYC2 Basic helix-
loop-helix dimerisation region bHLH
bHLH Transcription factor Helix-loop-helix
Solyc10g006510.2.1 | -0.21244637 0.032864815 SIbHLH138 L
DNA-binding
Solyc05g005810.2.1 | -0.43727087 | 0.030270436 Uncharacterized basic helix-loop-helix
protein
Solyc10g078670.1.1 | 1.95979311 0.018884153 BZIP transcription factor
Solyc08g068100.2.1 | 1.22470827 0.026742454 Bzip-like transcription factor-like
Solyc06g065040.2.1 | 0.99042052 0.046755387 BZIP transcription factor
Solyc10g080410.1.1 | 0.89062426 0.032727088 BZIP transcription factor
Solyc09g007100.2.1 0.5852293 0.012452072 BZIP transcription factor
Solyc04g011670.2.1 | 0.55328611 0.039689931 BZIP transcription factor
bzIP
Solyc01g104650.2.1 | 0.39200929 0.013946781 BZIP transcription factor
Solyc03g005350.2.1 0.3030239 0.045630674 BZIP transcription factor
Solyc09g005610.2.1 | 0.25426568 0.042642321 BZIP transcription factor
Solyc07g047830.2.1 | -0.02765647 0.002714866 Bzip-like transcription factor-like
Solyc11g006490.1.1 | -0.12811248 0.011908126 BZIP transcription factor family protein
Solyc04g081190.2.1 | -0.91907118 | 0.038799051 BZIP transcription factor family protein
expressed
Nuclear transcription factor Y subunit A-
Solyc01g006930.2.1 | 0.49363792 0.033837975 2. CCAAT-binding transcription factor,
subunit B
CBF/YNF Nuclear transcription factor Y subunit B-
Solyc03g114400.2.1 | 0.31795824 0.039065298 3. CBF/NF-Y
Nuclear transcription factor Y subunit B-
Solyc06g009010.1.1 | -0.07954172 0.048480381 3. CBFA/NFYB
Solyc01g106040.2.1 | 0.44337895 0.013843225 SIGATAS GATA transcription factor
((:Ei(':ri Solyc02g085190.1.1 | -0.19750266 0.001013722 SIGATA8 GATA transcription factor
Solyc03g120890.2.1 | -1.21632306 0.047386697 SIGATA12 GATA transcription factor
Solyc04g014540.1.1 | -0.51672306 0.042161634 Zinc finger protein 7 C2H2-type
C2H2 Solyc04g014540.1.1 | -0.51672306 0.042161634 Zinc finger protein 7. C2H2-type
Solyc04g081370.2.1 | -0.65055091 0.048019516 Transcription factor C2H2-type
E2F/DP Solyc10g078430.1.1 0.1718179 0.035398246 Transcription factor Dp-1
FAR-1 | Solyc03g121630.2.1 | -0.01874618 | 0.040756845 Protein FARI-RELATED SEQUENCE

4.Transcription factor, FAR1-related
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Protein FAR1-RELATED SEQUENCE 5 Zinc

Solyc03g083920.1.1 -0.0371437 0.040443102 finger, SWIM-type
HSF Solyc03g097120.2.1 | 0.62463951 0.008493128 SIHSFA1b Heat stress transcription factor A3
Transcription factor jumonji (JmjC)
M) Solyc09g065690.2.1 | 0.41080003 0.036301292 Transcription factor jumonji/aspartyl
beta-hydroxylase
MADS Solyc07g052700.2.1 | -1.27754621 0.029975956 Transcription factor, MADS-box
Solyc01g009070.2.1 | 0.42467528 0.013178534 Myb family transcription factor
Solyc04g064540.2.1 | 0.30124221 0.02258584 Myb family transcription factor
Solyc03g112890.1.1 | -0.1544954 0.031456811 Myb family transcription factor
Solyc07g052490.2.1 | -0.24620038 0.039128784 Myb family transcription factor
MYB Solyc03g005570.2.1 | -0.36935185 0.017136509 Myb-related transcription factor
Solyc06g076840.1.1 | -0.39577369 0.021134322 Myb family transcription factor
Solyc12g099130.1.1 | -0.51101007 0.003256288 Myb family transcription factor
Solyc02g080860.1.1 | -0.70068675 0.020932073 Myb family transcription factor
Solyc04g014470.2.1 | -0.74651495 0.04859695 Myb family transcription factor
Solyc10g005010.2.1 | 4.55424439 | 0.048582741 NAC domain protein. No apical meristem
(NAM)
NAC | Solyc06g061080.2.1| 0.5411416 | 0.033153896 NAC domain pmt(el(/'; aj’ apical meristem
Solyc12g056790.1.1 | -0.1466405 | 0.033116525 NAC domain protein. No apical meristem
(NAM)
TFIl Solyc06g076390.2.1 | -0.29138237 | 0.037127259 Transcription initiation factor IIA subunit
General transcription factor 3C
WD40 Solyc09g009710.2.1 | -0.35156715 0.000522328 polypeptide 2. WDAO0 repeat-like
Solyc01g079360.2.1 | 0.99511848 0.001226893 WRKY transcription factor
WRKY
Solyc05g012770.2.1 | 0.22507978 0.00440883 WRKY transcription factor
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Tabla S17. Informacion sobre transcritos que codifican proteinas de tipo MAPKs y HSPs, cuya
expresion se induce/reprime de forma significativa en la raiz de plantas de tomate tras 5 dias de
ayuno de K'.

Tipo Transcrito ID log,FC p-valor Gen Descripcion

Mitogen-activated protein kinase
3

. MAPprotein kinase-like protein.
MAPKs Solyc02g089150.2.1 0.30490108 | 0.007978807 PLC-like PLC-like phosphodiesterase

Solyc03g019850.2.1 0.26103831 | 0.017225254 | SIMAPKK5 MAP kinase

Solyc06g005170.2.1 0.61271749 | 0.004161379 SIMAPK3

Solyc11g072630.1.1 0.25278637 | 0.019417836 SIMAPK4 Mitogen-activated protein kinase

Class | heat shock protein 3.
HSP20-like chaperone
Heat shock protein 22.Heat shock
protein Hsp20
Heat shock protein DnaJ domain
protein
Class | heat shock protein 1.
HSP20-like chaperone

Solyc09g011710.2.1 1.22077429 | 0.001622574

Solyc08g078700.2.1 0.75976653 | 0.035603442
HSP

Solyc02g062350.2.1 0.38433601 | 0.005617859

Solyc07g064020.2.1 -0.28380129 | 0.041283819

Tabla S18. Informacion sobre transcritos que codifican proteinas de tipo MAPKs y HSPs, cuya
expresion se induce/reprime de forma significativa en parte aérea de plantas de tomate tras 5 dias de
ayuno de K'.

Tipo Transcrito ID log,FC p-valor Gen Descripcion

Mitogen-activated protein kinase
1. JNK MAP kinase

MAPKs Solyc02g089150.2.1 1.35959372 | 0.010444103 PLC-like MAPprotein kinase-like protein

Solyc12g019460.1.1 1.20328833 | 0.009611248 SIMAPK1

Solyc07g056350.2.1 -1.27933984 | 0.025704809 | SIMAPK12 | Mitogen activated protein kinase
Heat shock protein. HSP20-like

Solyc08g078720.2.1 13.1056924 | 0.026572846

chaperone
Solyc03g082420.2.1 | 3.45634994 | 0.021750524 Heat shock protein Heat shock
protein Hsp20
Solyc04g011440.2.1 1.76958011 | 0.002977773 Heat shock protein 70

Class | heat shock protein 1. Heat
shock protein Hsp20

Solyc11g006650.1.1 -0.66348469 | 0.040845656 Heat shock protein 101.

Solyc04g072250.2.1 -0.21079677 | 0.026676233

HSP

Solyc06g076560.1.1 | -1.89529616 | 0.026676233 Class | heat shock protein. Heat

shock protein Hsp20
Solyc01g111750.2.1 | -2.12028839 | 0.034366518 Heat shock protein DnaJ domain
protein.
Chaperone protein htpG.Heat
Solyc05g010670.2.1 2.61318333 | 0.042184922 shock protein Hsp90
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Tabla S19. Informacion sobre transcritos que codifican proteinas de tipo MAPKs y HSPs, cuya
expresion se induce/reprime de forma significativa en el fruto de plantas de tomate tras 12 dias de
ayuno de K'.

Tipo Transcrito ID log,FC p-valor Gen Descripcion

Mitogen activated protein kinase
kinase kinase

Solyc11g006000.1.1 -0.16129804 | 0.003532013 | SIMAPKKK80

MAPKs Solyc07g056350.2.1 | -0.54116715 | 0.021022868 | SIMAPK12 | Mitogen activated protein kinase

Solyc02g089150.2.1 -1.25767706 | 0.036398669 PLC-like MAPprotein kinase-like protein

Class | heat shock protein 1.Heat
shock protein Hsp20
Chaperone protein Dnal.Heat
shock protein DnaJ

Solyc07g005820.2.1 0.19836683 | 0.043404898 Heat shock protein 70

Solyc04g072250.2.1 2.35436357 | 0.004045065

Solyc09g005120.2.1 0.34157375 | 0.028557043

HSPs

Solyc06g005440.1.1 0.04574515 | 0.025654921 Heat shock protein 70

Molecular chaperone, heat
shock protein, Hsp40, DnaJ

Solyc11g006650.1.1 -0.35393612 | 0.00013693 Heat shock protein 101

Solyc09g007630.2.1 -0.16441422 | 0.028573508
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Tabla S20. Informacién sobre transcritos que codifican transportadores/ canales de iones cuya
expresion se induce/reprime de forma significativa en la raiz de plantas de tomate tras 5 dias de
ayuno de K'.

lon Transcrito ID log,FC p-valor Gen Descripcion
Solyc12g005670.1.1 3.97141493 0.002323457 SIHAKS Potassium transporter
Solyc01g094290.2.1 | -0.61413667 | 0.012879787 | SIKEA2 K" efflux antiporter
P‘zf(ijio Solyc10g024360.1.1 | -0.71604441 | 0.036744788 LKT2 Potassium channel
Potassium voltage-gated channel subfamily
Solyc05g007020.2.1 -1.13391631 0.000279208 H member 1. LOV/LOV protein
Solyc11g011500.1.1 | -2.07234941 | 0.000822134 SISKOR Potassium channel
Nitrato Solyc11g069750.1.1 | -0.75290642 | 0.007622915 High affinity nitrate transporter
(NOs) Solyc06g010250.2.1 | -0.83572967 | 0.029528395 High affinity nitrate transporter
Solyc12g056930.1.1 0.24203949 0.049159858 SIST1.2 High affinity sulfate transporter
S(‘S‘gazt.‘)’ Solyc12g056920.1.1 | -0.51254699 | 0.03726738 Low affinity Sulfate transporter
4
Solyc09g082550.2.1 | -0.93143979 | 0.002374804 High affinity sulfate transporter
Solyc03g006260.2.1 | 0.72900922 0.020641946 | NCL-like Sodium/calcium exchanger family protein
sodio | ¢410001g067710.2.1 | -0.55933505 | 0.006969976 | NHX3 (Sodium/potassium)/proton exchanger 3
(Na’) (NHX3)
Solyc01g005020.2.1 | -0.6294047 | 0.029822592 | SISOS1 Sodium/hydrogen exchanger Na / H
antiporter
Solyc07g065300.1.1 1.05312904 0.041330272 SIACA12 Calcium-transporting ATPase
Solyc01g097510.2.1 0.60492655 0.00869056 SIANN3 Annexin 3
Calio | o /07605611021 | 043832666 | 0.019652336 | cax | Vacuoler calcium/proton exchanger family
(Ca™) protein
Solyc12g094420.1.1 0.22765608 0.03206619 Mechanosensitive ion channel
Solyc10g079300.1.1 | -0.12709948 | 0.012659914 | SIACA11 Calcium-transporting ATPase
Cloruro Solyc07g007690.2.1 -0.7975608 0.022472948 SIcLC-G Voltage-gated chloride channel
(cn Solyc02g068080.2.1 | -1.19152693 | 0.017979893 SIcLC-B Voltage-gated chloride channel
Canales Solyc01g095770.2.1 1.52349365 0.007643332 | SICNGC1 Cyclic nucleotide gated channel
no
selectivos | Solyc05g050350.1.1 1.12181357 0.000705366 | SICNGC3 Cyclic nucleotide gated channel
de iones
(NScc) Solyc07g006510.2.1 0.58080501 0.008572988 | SICNGC12 Cyclic nucleotide gated channel
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Tabla S21. Informacién sobre transcritos que codifican transportadores/canales de iones cuya
expresion se induce/reprime de forma significativa en la parte aérea de plantas de tomate tras 5 dias
de ayuno de K".

lon Transcrito ID log,FC p-valor Gen Descripcion
Potasio Solyc10g076860.1.1 1.05510706 0.03581497 Potassium channel voltage dependent
(K') Solyc01g094290.2.1 | -2.35426176 | 0.011958749 | SIKEA2 K* efflux antiporter
Nitrato | ¢\ (08g061010.2.1 | 1.46296476 | 0.016580061 Nitrate transporter NRT1/ PTR FAMILY 6.2-
(NOs) like
s(:gjzt,;’ Solyc05g054740.2.1 3.30487434 0.009414222 SIST4.1 High affinity sulfate transporter 4.2-like
Fosfato Solyc06g066070.1.1 | -0.23578207 | 0.016827795 Phosphate translocator protein
(POS”) Solyc09g090070.1.1 | -0.62357929 | 0.026676233 Inorganic phosphate transporter
Solyc07g043230.2.1 3.30485143 0.003171547 Low affinity zinc transporter
) ” Solyc07g065380.2.1 3.02596186 0.00717942 Zinc transporter
Ainefzn) Solyc04g008340.2.1 1.50105409 0.031418995 Zinc transporter
Solyc05g053370.2.1 | -1.74736961 | 0.022325026 Zinc transporter protein
Cobre Solyc02g082080.1.1 20.2477427 0.009554724 High affinity copper uptake protein
(Cu™) | Solyc08g061580.2.1 | -0.18867304 | 0.026676233 Copper-translocating P-type ATPase family
protein expressed
Magnesio Solyc01g103890.2.1 1.22854954 0.009671894 Magnesium transporter MRS2-4
(Mg*) Solyc06g009130.2.1 | -2.56523865 | 0.037318635 Magnesium/proton exchanger MHX-like
Canales Solyc12g005400.1.1 1.26182075 0.040958886 | SICNGC18 Cyclic nucleotide gated channel
nO_ Solyc03g098210.2.1 | -0.16333126 | 0.026676233 | SICNGC15 Cyclic nucleotide gated channel
ss(laeicot:gs Solyc12g010010.1.1 | -1.23930961 | 0.005309092 | SICNGCS8 Cyclic nucleotide gated channel
(NSCC) Solyc07g005590.2.1 | -3.89628906 | 0.014785914 | SICNGC7 Cyclic nucleotide gated channel

Tabla S22. Informacidn sobre transcritos que codifican transportadores/canales de iones cuya
expresion se induce/reprime de forma significativa en el fruto de plantas de tomate tras 12 dias de

ayuno de K'.
lon Transcrito ID log,FC p-valor Gen Descripcion
Potasio Potassium/sodium hyperpolarization-
(K) Solyc01g010080.2.1 0.77116751 0.01585203 SIKC1 activated cyclic nucleotide-gated channel 4
'\(‘,'\Tg't_;’ Solyc06g060620.2.1 | -0.75114102 | 0.044023095 Nitrate transporter
3
Solyc06g006110.2.1 0.71496638 0.005381012 CAX3 Calcium/proton exchanger
(Cg;ﬂc)’ Solyc07g056110.2.1 | 0.07809905 | 0.01702576 | CAX5 Calcium/proton exchanger
Solyc02g090560.2.1 0.16368464 0.017336052 Calcium-transporting ATPase E1-E2 type
Solyc07g065380.2.1 0.23636023 0.04690133 Zinc transporter
é'n”zf) Solyc02g081600.2.1 | 0.48652017 | 0.026255036 Zinc transporter protein
Solyc08g065190.2.1 | -0.72811544 | 0.032490568 Zinc transporter protein
Magnesio .
(Mg“) Solyc01g103890.2.1 -0.17062331 0.021312071 Magnesium transporter MRS2-4
Solyc11g044540.1.1 -0.19991139 0.03866523 Na+/H+ antiporter NhaD
?f\’l‘:")’ Solyc01g098190.2.1 | -0.6785019 | 0.040184622 | NHX4 Sodium/hydrogen exchanger
Solyc01g067710.2.1 | -0.50731865 | 0.020965199 NHX3 Sodium/hydrogen exchanger
CI?CrIL_J)ro Solyc10g005690.2.1 | -0.38137748 | 0.016882808 Chloride channel, voltage gated

334










VIil. ANEXOS
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ANEXO 1. ABREVIATURAS Y SIMBOLOS.

ABA
AcK
AcNa
AD
ADNCc
ADP
ARNm
ARNr
ARNt
ATP
BD
BiFC
bp
cAMP
cm
Col-0
Cr
C-t
dNTPs
DO
DPI
DTT
EAA
EDTA
EF-1a
EK
FAO
FC
FT

GST
GTE

+

HA
icp
I
JA
kDa

LB
Licl
MAPK
MES

Acido abscisico (del inglés, 'ABscisic Acid')
Acetato de potasio

Acetato de sodio

Dominio de activacion

Acido desoxirribonucleico complementario
Adenosin difosfato

ARN mensajero

ARN ribosémico

ARN de transferencia

Adenosin trifosfato

Dominio de unién (del inglés, 'Binding Domain')
Complementacién Bimolecular Fluorescente
Par(es) de bases

Adenosin monofosfato ciclico

Centimetro

Arabidopsis thaliana, ecotipo columbia
‘Threshold Cycle’

Dominio C-terminal

desoxinucledsidos trifosfato

Densidad dptica

difenil diodinio

Ditiotreitol

Espectrometria de absorcidn atdmica

Acido etilendiaminotetraacético

Fctor de elongacidn 1a

Potasio de alta disponibilidad (del inglés exchangeable potassium)
Organizacidn para la Alimentacion y la Agricultura
Fold Change'

Factor de Transcripcion

Gramo

Glutation S-transferasa

Glucosa-Tris-EDTA

Hora

Hidrén/ protdén

Hemaglutinina

Espectrofotometro de iones acoplado a plasma
Dominio 'Internal loop'

Acido jasmoénico (del inglés, 'jasmonic acid')
Kilodalton

Constante de Michaelis-Menten

Litro

Medio Luria-Broth

Cloruro de litio

Mitogen activated protein kinase'

Acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico
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ROS
RT-qPCR
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SDS-PAGE
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TEMED
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YPD
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Miligramo

Minuto

Mililitro

Milimetro

Milimolar

Milivoltios

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato en su forma reducida
Nanogramo

lon amonio

Nanometro

Nanomolar

lon nitrato

Canal de cationes no selectivo

Dominio N-terminal

Didmetro

Medio Arginina-Fosfato

Reaccion en cadena de la polimerasa

Polietilenglicol

Peso freco

Solucion de transformacion de levaduras ( PEG/Lithium Acetate/Tris/EDTA)
Peso seco

Persulfato amodnico

Respiratory Burst Oxidase Homolog'

Especies reactivas de oxigeno (del inglés, 'Reactive Oxigen Species')
Reaccion en cadena de la polimerasa por transcripcion reversa
Segundos

Dodecil sulfato sédico

Electroforesis de poliacrilamida con SDS

Potasio de baja disponibilidad (del inglés, 'Slowly Exchangeable K')
Solucién nutritiva

Tampodn Tris-acetato-EDTA

ADN polimerasa, aislada de Thermus aquaticus

Tetraetilamonio

Tetrametiletilendiamina

Temperatura de 'melting’

Unidad

Ultravioleta

Volumen

Velocidad maxima

Ensayo de doble hibrido en levadura (del inglés, 'Yeast Two Hybrid')
Proteina amarilla fluorescente (del inglés, 'Yellow Fluorescent Protein')
Medio para crecimiento de levaduras (del inglés, 'Yeast Peptone Dextrose')
Microgramo

Microlitro

Micromolar

Micromolar
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Caddigo de Aminoacidos

A Ala Alanina
I lle Isoleucina
L leu Leucina
M Met Metionina
F Phe | Fenilalanina
P Pro Prolina
W Trp Triptéfano
Vv Val Valina
R Arg Arginina
H His Histidina
K Lys Lisina
Acido
D Asp o
aspartico
Acido
E Glu
glutdmico
N Asn | Asparagina
C Cys Cisteina
Q Gln Glutamina
G Gly Glicina
S Ser Serina
T Thr Treonina
Y Tyr Tirosina
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Apolares

Polares basicos (+)

Polares acidos (-)

Polares neutros
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ANEXO 2. CEBADORES DE OLIGONUCLEOTIDOS.
Reaccién Nombre Secuenciade 5'a 3’ Descripcidn
CGGTGGTTCCATTC-
GATACT2-F TTGCTT Amplificacion del gen de Actina2 de A.
thali
GAtACT2-R CGGCCTTGGAGATCCACAT ahana
SIEF1lo-F GGCGGTGGCGAGCAT
q ¢ Amplificacion del gen Factor de
qSIEF10-R AAACCAAGGCACCTCAACA Elongacién-1a de S. lycopersicum
AA
AAGAGGAACCAAATGCTGA
qAtHAKS-F GACA Amplificacion del gen AtHAKS de A.
hali
GAtHAKS-R GCCCCGATGAAGGGACAT thaliana
SIHAKS-F CCGTGTTACGCGCCTTTAA
a Amplificacion del gen SIHAKS de S.
] TCCTTTTTTACCGTTTCTTTG lycopersicum
qSIHAKS-R ARG
RT-qPCR AKTLE TGTCACTCTTTTTGCGGTTC
q B A Amplificacion del gen de AKT1 de A.
GAKT1-R TTGCGCGCTGCGATAA thaliana
LKT1-F TGCCTGCTCGACTCCAAGA
d Amplificacion del gen LKT1 de S.
] TCCGAGTCTGTTCTGAACTT lycopersicum
qLKT1-R CAAG
CATCCTGGTGATTCGAAAG
GALSKOR-F AGAA Amplificacion del gen AtSKOR de A.
hali
GAtSKOR-R GATGCTTCGAGGTACCCAC thaliana
AGT
CTATAAGGCTGTTGGCAGC
GSISKOR-F AAA Amplificacién del gen SISKOR de S.
} .
qSISKOR-R TGCCCTGCTCAACCGAAT ycopersicum
ppDR195-F ggTATCATTATCGTCTAACA
Amplificacid | plasmi DR1
GGCGAAGAAGTCCAAAGCT | /mPlificacion del plasmido pDR195
ppDR195-R
GG
AtHAKS-Ct-F ATCTCTCGTGAAAATGCTAT ey .. .
PCR Amplificaciéon del dominio C-terminal
) ) CCCTTATAACTCATAGGTCA (C-t) de AtHAKS
AtHAK5-Ct+STOP-R TGCCAA
GATAACGGTGAAGGAGGA
AtHAKS-IL-F ACAT Amplificacion del dominio 'Internal
L ' (IL) de AtHAKS5
AtHAKS-IL+STOP-R | TTAGAATTTAGAGTTCTCGA oop' (IL) de
GTCCCCGACTACGCCGAGG
HA1-AtHAKS5-F AACATCAAATAGATGGTGA
P TGAAG Reaccion de PCR1 para la insercidn del
it HA AtHAKS
Muta ALAtHAKG.R | GOCGTAGTCGGGGACACC eptopomA en
énesis P ATCCATGCGGCCGCTCGA
giri ida GATGGTTACCCCTACGACG
J pHA2-AtHAKS-F TCCCCGACTACGCCGAGGA ., . .,
AC Reaccion de PCR2 para la insercidn del
agAtHAKS.R | CTCGTAGGGGTAACCATCC epitopo HA en AtHAKS
P ATGCGGCCGCTCGAG
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Amplificacion de AtHAKS desde el

CCCGCGGCCGCATGGATGG , S -
pNotl-ATG-F TGAGGAACATC codon de |'n|C|aC|on g |r!sjerC|on dela
secuencia de restriccién de Notl
GGGAGAAGATCTCTCGTGA Amp|.IfIC?’:\C.I0n de AtHAKE des'de el
p539+Bglll-F aminoacido 539 e introducir la
AAATGC . L,
secuencia de restriccion Bglll
GGGACTAGTTTAGATCTTCT | "'sercion deun codon STOPy de la
p539+STOP+Spel-R CCCTCAGCTCGTACCGG secuencia de restriccion de Spel en el
aminodcido 539 de AtHAK5
GGGACTAGTTTAAACCCGG Insercu?n de un cgdf)’n STOPydela
p555+STOP+Spel-R TTTACGTCAGGACT secuencia de restriccion de Spel en el
aminodcido 555 de AtHAK5
GGGACTAGTTTAAGTTATA Insercpn de un c'odf),n STOPydela
p571+STOP+Spel-R CCGTTAACAAGCTCCG secuencia de restriccion de Spel en el
aminodcido 571 de AtHAK5
GGGACTAGTTTACTCAATG Insera(?n de un cgdf),n STOPydela
p633+STOP+Spel-R TCTTCCTTGTAACC secuencia de restriccion de Spel en el
aminodcido 633 de AtHAK5
GGGACTAGTTTACGATGAA Insera(?n de un cgdf),n STOPydela
p688+STOP+Spel-R GGGACATAATTAGACG secuencia de restriccion de Spel en el
aminodcido 688 de AtHAK5
GGGACTAGTTTAAGAAGAC Insercu?n de un c9d9,n STOPydela
p744+STOP+Spel-R TCTTTCTCTGCCG secuencia de restriccion de Spel en el
aminodcido 744 de AtHAK5
GCTTGTTAACGGTATAACTT
p572-625-F ATGGTTACAAGGAAGACAT ., . .
TGAGGAGC Delecidn de la secuencia comprendida
GTCTTCCTTGTAACCATAAG entre los amlnAotal_|C|AdK<;s 572y 625 de
p572-625-R TTATACCGTTAACAAGCTCC
GTG
0GE7A-F CCTAGCTGTGGTGTATGGA o N .
GATATC Sustitucién de glicina por alanina en la
GATATCTCCATACACCACA posicién 67 de AtHAKS
PGE7A-R GCTAGG
OY70A-F GTGGTGGCTGGAGATATCG o o .
GG Sustitucién de tirosina por alanina en
I icion 7 AtHAK
DY70A-R ECCGATATCTCCAGCCACCA a posicion 70 de At 5
0G71A-F GTGGTGTATGCCGATATCG o N .
GG Sustitucién de glicina por alanina en la
pG71A-R CCCGATATCGGCATACACC posicién 71 de AtHAKS
AC
D72A-F GAGTGGTGTATGGAGCTAT
P CGGGACATCGCC Sustitucién de acido aspartico por
D72A-R GGCGATGTCCCGATAGCTC alanina en la posicién 72 de AtHAKS
P CATACACCACTC
0G74A-F TATGGAGATATCGCTACAT o N '
CGCC Sustitucién de glicina por alanina en la
DG74A-R GGCGATGTAGCGATATCTC posicién 74 de AtHAKS
CATA
STEA-F GGTGTATGGAGATATCGGG
P ACAGCGCCATTATATG Sustitucidn de serina por alanina en la
S76A-R CATATAATGGCGCTGTCCC posicién 76 de AtHAKS
P GATATCTCCATACACC
PTTAE GAGATATCGGGACATCGGC | Sustitucion de prolina por alanina en
P ATTATATGTGTATGC la posicion 77 de AtHAKS
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oP77A-R GCATACACATATAATGCCG
ATGTCCCGATATCTC
oD201A-R GAAGGAGTAAGGATTCCA
GCACCAATGACCATGGAAG Sustitucién de acido aspartico por
pD201A-F CTTCCATGGTCATTGGTGCT | alanina en la posicién 201 de AtHAKS
GGAATCCTTACTCCTTC
PE312A-R TCAGCAAACATTGCCGCCG
TCCCAGTGATGC Sustitucién de acido glutdmico por
PE312A-F GCATCACTGGGACGGCGGC | alanina en la posicion 312 de AtHAKS
AATGTTTGCTGA
GCGTGGACCGCTTGCTGCA | Identificacion de la insercion de T-ADN
LBb1 o
AC (extremo izquierdo)
TTGTAACACTTGGAACAGA
LP630604 GTCCCA Identificacion de la insercion de T-ADN
RP630604 AGCTTTTTGTCACTTTGATT en el gen AtHAKS
dentifi- CTT
clacién de LP571397 CATTTATGAGGATCGGAAA
T-ADN CAAG Identificacién de la insercién de T-ADN
GGCTTTCTCAAGAACCCAA en el gen AKT1
RP571398
AC
GTTATGGAACATATTTGTG
CIPK23FDNA GTCC Identificacién de la insercién de T-ADN
CIPK23RtDNA égCCTTCAGATCTACTCAAT en el gen AtCIPK23
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ANEXO 3. PLASMIDOS.

Anexos

Vector Organismo Referencia
pDR195 Bacteria/levadura | (Rentsch, D.y col., 1995)
pYPGE15 Bacteria/levadura | (Brunellii, J.P. y Pall, M.L., 1993)
p425GPD Bacteria/levadura | (Mumberg, D.y col., 1995)
p414GPD Bacteria/levadura | (Mumberg, D.y col., 1995)
pRS425 Bacteria/levadura | (Christianson, T.W.y col., 1992)

AtHAKS pDR195

Bacteria/levadura

(Rubio, F.y col., 2010)

AtHAKS pRS425

Bacteria/levadura

Esta Tesis (IBVF)

EsHAKS pDR195

Bacteria/levadura

(Aleman, F. y col., 2009a)

SIHAKS5 pDR195

Bacteria/levadura

(Nieves-Cordones, M. y col., 2007)

CaHAK5 pDR195

Bacteria/levadura

(Martinez-Cordero, M.A. y col.,
2004)

SIHAK5q pDR195

Bacteria/levadura

(Nieves-Cordones, M. y col., 2007)

AtCIPK23 p414GPD

Bacteria/levadura

Esta Tesis (IBVF)

AtCIPK23 (K60N) p414GPD

Bacteria/levadura

Esta Tesis (IBVF)

CIPK23 (T190D, A331) p414GPD

Bacteria/levadura

Esta Tesis (IBVF)

AtCBL1-AtCBL3 pYPGE15

Bacteria/levadura

Esta Tesis (IBVF)

AtCBL5-AtCBLS pYPGE15

Bacteria/levadura

Esta Tesis (IBVF)

AtCBL4 pYPGE15

Bacteria/levadura

(Guo, Y.y col., 2004)

AtCBL10 pYPGE15

Bacteria/levadura

(Quan, R.y col., 2007)

AtCIPK23/AtCBL1 p414GPD

Bacteria/levadura

Esta Tesis (IBVF)

AtCIPK1-AtCIPK26 P414GPD

Bacteria/levadura

Esta Tesis (IBVF)

AtHAK5A539 pDR195 Bacteria/levadura | Esta Tesis
AtHAK5A555 pDR195 Bacteria/levadura | Esta Tesis
AtHAK5A571 pDR195 Bacteria/levadura | Esta Tesis
AtHAK5A633 pDR195 Bacteria/levadura | Esta Tesis
AtHAK5A688 pDR195 Bacteria/levadura | Esta Tesis
AtHAK5A744 pDR195 Bacteria/levadura | Esta Tesis
AtHAK5A572-625 pDR195 Bacteria/levadura | Esta Tesis
AtHAKS (S35A) pDR195 Bacteria/levadura | Dr. Quintero (IBVF)
AtHAKS (S35A, A571) pDR195 Bacteria/levadura | Esta Tesis
AtHAKS (F130S) pDR196 Bacteria/levadura | Esta Tesis
AtHAKS (G71A) pDR195 Bacteria/levadura | Esta Tesis
AtHAKS (D72A) pDR195 Bacteria/levadura | Esta Tesis
AtHAKS (G74A) pDR195 Bacteria/levadura | Esta Tesis
AtHAKS (S76A) pDR195 Bacteria/levadura | Esta Tesis
AtHAKS (P77A) pDR195 Bacteria/levadura | Esta Tesis
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AtHAKS (D201A) pDR195

Bacteria/levadura

Esta Tesis

AtHAKS (E312A) pDR195

Bacteria/levadura

Esta Tesis

P19 pBin61 Planta/ bacteria (Waadt, R. y col., 2014)
pSPYNE173 Planta/ bacteria (Waadt, R. y col., 2008)
pSPYCE (M) Planta/ bacteria (Waadt, R. y col., 2008)

SOS1 pSPYNE173

Planta/ bacteria

(Nunez-Ramirez, R. y col., 2012)

SOS1 pSPYCE (M)

Planta/ bacteria

Dr. Quintero (IBVF)

AtHAKS pSPYNE173

Planta/ bacteria

Dr. Quintero (IBVF)

AtHAKS pSPYCE (M) Planta/ bacteria Esta Tesis
pDEST™ 22 Levadura Invitrogen
pDEST™ 32 Levadura Invitrogen
AtHAKS5-Ct::AD Levadura Esta Tesis
AtHAKS5-Ct::BD Levadura Esta Tesis
AtHAKS-IL::AD Levadura Esta Tesis
AtHAKS5-IL::BD Levadura Esta Tesis
AtCIPK23::AD Levadura Dr. Quintero (IBVF)
AtCBL1::BD Levadura Dr. Quintero (IBVF)
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ANEXO 4. OBTENCION DE LINEAS MUTANTES HOMOCIGOTAS DE A.
THALIANA.

Previamente a la realizacidn de esta Tesis Doctoral se disponia en el laboratorio del Dr.
Rubio de las lineas de insercion de T-ADN en AtHAKS5 (Salk_130604), AKT1 (Salk_017803) y
AtCIPK23 (Salk_138057), obtenidas del Centro ABRC (‘Arabidopsis Biological Resource Center’).

Anexo 4.1. Obtencion del doble mutante hak5-3 cipk23-5.

Para obtener la linea doble mutante hak5-3 cipk23-5 se realizd el cruzamiento entre la
linea mutante homocigota athak5-3 como parental femenino (f) y la linea mutante
homocigdtica atcipk23-5 como parental masculino (m), como se describe en MyM apartado

2.1.1.1.

Las semillas obtenidas se esterilizaron y se germinaron en medio de cultivo hidropdnico
(MyM apartado 1.3.1.1), y transcurridos 15 dias se extrajo el ADN gendémico de una hoja (MyM
apartado 2.2.1.2) para comprobar la presencia de T-ADN mediante PCR (MyM apartado
2.2.1.4). Para ello, se utilizé un cebador que alinea en una regién del gen AtHAK5 adyacente
del sitio de insercién, al que se denominé (P630604) y el cebador LBb1, que alinea el extremo
izquierdo del T-ADN. Para comprobar la insercion en el gen AtCIPK23, se utilizé un cebador que
alinea en la region de AtCIPK23 adyacente al sitio de insercién, denominado AtCIPK23RtDNA; y
el cebador LBb1, que alinea el extremo izquierdo del T-ADN (cebadores recogidos en el Anexo

2).

Se partié del niumero suficiente de plantas candidatas para la obtencién de al menos, un

mutante hak5-3 cipk23-5.

347



Anexos

Anexo 4.2. Obtencion del doble mutante akt1-2 cipk23-5.

Para obtener la linea doble mutante akt1-2 cipk23-5 se realizd el cruzamiento entre la
linea mutante homocigota akt1-2 como parental femenino (f) y la linea mutante homocigdtica

atcipk23-5 como parental masculino (m), como se describe en MyM, apartado 2.1.1.1.

De igual forma, las semillas obtenidas se esterilizaron y germinaron en medio de cultivo
hidropdnico (MyM apartado 1.3.1.1), y transcurridos 15 dias se extrajo el ADN gendmico (MyM
apartado 2.2.1.2) para comprobar la presencia de T-ADN mediante PCR (MyM apartado
2.2.1.4). Se utilizé un cebador que alinea en la regidon de AKT1 adyacente del sitio de insercién,
al que se denomind (LP571397); y el cebador LBb1, que alinea el extremo izquierdo del T-ADN.
La comprobacion de la insercién en AtCIPK23 se realizd con los mismos cebadores descritos en
el apartado anterior, para el doble mutante hak5-3 cipk23-5 (cebadores recogidos en el Anexo

2).

Se partié del numero suficiente de plantas candidatas para la obtencién de al menos, un

mutante akt1-2 cipk23-5.

Anexo 4.3. Obtencion del triple mutante hak5-3 akt1-2 cipk23-5.

Para obtener la linea triple mutante hak5-3 aktl-2 cipk23-5 se realizé el cruzamiento
entre la linea doble mutante homocigota akt1-2 cipk23-5 como parental femenino (f) y la linea
doble mutante homocigética hak5-3 akt1-2 como parental masculino (m), como se describe en

MyM apartado 2.1.1.1.

De igual forma, las semillas obtenidas se esterilizaron y germinaron en medio de cultivo
hidropdnico (MyM apartado 1.3.1.1), y transcurridos 15 dias se extrajo el ADN gendmico (MyM
apartado 2.2.1.2) para comprobar la presencia de T-ADN mediante PCR (MyM apartado
2.2.1.4). Para comprobar la insercion en los genes AtHAKS, AKT1 y AtCIPK23, se utilizaron los

cebadores descritos en los apartados anteriores.

Se partié del numero suficiente de plantas candidatas para la obtencién de al menos, un

mutante hak5-3 akt1-2 cipk23-5.
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ANEXO 5. INSERCION DEL EPITOPO DE LA HEMAGLUTININA EN AtHAKS.

La insercién del epitopo de la Hemaglutinina (HA) en la secuencia de AtHAKS se llevd a
cabo en la misma localizacién del ADNc que en el transportador HAK1 de Neurospora crassa
(Rivetta, A. y col., 2013), puesto que en este estudio no se vio afectado el funcionamiento de

NcHAK1 por la presencia de dicho epitopo.

La estrategia de mutagénesis dirigida por PCR consistid en la realizacidn de dos reacciones
de PCR, seguidas de una PCR de unidn de los fragmentos flanqueantes sobre la secuencia de
AtHAKS en el plasmido pDR195 (Figura 107). Las reacciones de PCR de insercidn se realizaron
con cebadores que contenian parte de la secuencia del epitopo de la HA y la reaccion de PCR
de unidn se llevd a cabo con cebadores que amplifican el pldsmido pDR195. Las secuencias de

los cebadores se encuentran recogidas en el Anexo 2.

Reaccién de PCR 1:

PHAL-ATHAKS-F

|
[

—:ﬁ

pHAL-AtHAKS-R

Reaccion de PCR 2:

pHAZ-ATHAKS-F

pHAZ-ATHAKS-R

Reaccion de PCR de unidn:

ppDR195-F

o

—]

ppDR195-R

[ ] Plasmido pDR195
[ ] AHAks

I:I Secuencia epitopo HA

Figura 107. Esquema de la estrategia seguida para la insercion del epitopo de la HA en la secuencia de
AtHAKS, mediante mutagénesis dirigida por PCR.
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ANEXO 6. GENERACION DE CONSTRUCCIONES DE AtHAK5 CON DELECIONES
EN SU DOMINIO C-TERMINAL.

La estrategia molecular para llevar a cabo las deleciones del dominio C-terminal de la

proteina AtHAK5 comprendid varios pasos, detallados a continuacién.

El primer paso (Figura 108) consistié en la amplificacién mediante PCR convencional de las
secuencias nucleotidicas que incluian las distintas deleciones. En el caso de la delecién de todo
el dominio C-terminal (AtHAK5A539), el fragmento amplificado abarcaba desde el principio de
la secuencia de AtHAKS5 hasta el aminodcido 539; mientras que, en el resto de construcciones,
el fragmento amplificado abarcaba desde el aminodcido 540 hasta el ultimo aminodcido que
constituia cada delecidn. Para llevar a cabo la PCR de la delecién A539, el cebador en direccion
5’-3’ se disefid introduciendo la secuencia nucleotidica del sitio de restriccién de la enzima Notl
al inicio de la secuencia de AtHAKS5; y el cebador que amplifica en direccién 3’-5’ se disefié con
la secuencia nucleotidica del aminodacido en posicidn 539, seguida de la secuencia de un codén
STOP para llevar a cabo el final de la sintesis de la proteina en este aminodcido, seguida a su
vez de la secuencia del sitio de restriccién de la enzima Spel. Para la amplificacion de las
secuencias del resto de deleciones, el cebador en direccion 5’-3’ se disefid introduciendo la
secuencia nucleotidica para del sitio de restriccion de la enzima Bglll tras el aminodacido 539 de
AtHAKS; y el cebador que amplifica en direccidn 3’-5’ se disefid con la secuencia nucleotidica
de las distintas deleciones, seguida de la secuencia de un codén STOP, seguida a su vez de la
secuencia del sitio de restriccion de la enzima Spel. Los cebadores disefiados se recogen en el

Anexo 2.
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Paso 1: Amplificacion, mediante PCR, de los fragmentos de AtHAKS para realizar las distintas deleciones
del dominio C-terminal.

pNotl-ATG
AtHAK5 A539 | !
|
p539+STOP+5pel
p539+Bglll
AtHAK5 A555 | I
p555+STOP+Spel
;|)539+Bg!||
AtHAKS A571 | | I
p571+STOP+Spel
;|:539+Bgl||
AtHAK5 A633 | | I [
p633+STOP+Spel
p539+Bglil
AtHAKS A688 | | I [ |
p688+STOP+Spel
p539+Bg/il
AtHAKS A744 | [ |
p744+STOP+Spel

[ pldsmido pDR195
[ AtHAKS

l:l Fragmento amplificado

Figura 108. Amplificacién mediante PCR convencional, de los fragmentos de AtHAKS5 para llevar a cabo
las distintas deleciones de su extremo C-terminal.

Una vez amplificadas las secuencias de interés, se clonaron en el vector pCR2.1-TOPO® y
se comprobd mediante digestidn con la enzima de restriccién EcoRl que los productos de PCR
tenian el tamafo adecuado. Las secuencias de los candidatos se comprobaron también
mediante secuenciacidn para descartar mutaciones al azar producidas sobre las secuencias

amplificadas por PCR.

A continuacidn, se llevé a cabo la digestion del ADNc de AtHAKS silvestre (clonada en el
plasmido pDR195) y del ADNc de AtHAK5A539 (en el vector pCR2.1-TOPQO®) con las enzimas de
restriccion Notl y Spel, seguida de la purificacién de las bandas del gel de electroforesis de los
fragmentos del tamafio deseado para cada uno (el fragmento de 6,3 Kb de AtHAKS silvestre; y

de 1,6 Kb de AtHAK5A539). Una vez purificados los fragmentos, se procedié a su ligamiento,
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obteniéndose la secuencia de AtHAKS con el dominio C-terminal delecionado (AtHAK5A539) en

el pldasmido pDR195 (Figura 109).

Paso 2: Clonacion de los productos de PCR en TOPO pCR2.1 y comprobacion de candidatos.

Paso 3: Digestion enzimatica con Notl y Spel de AtHAKS5 silvestre en pDR195 y del clon AtHAK5A539 en
TOPO pCR2.1.

Spel
AtHAKS 39
Notl OB
Spel Notl Sla
N W
/ \
pDR195 TOPO pCR2.1

Paso 4: Purificacion de los fragmentos de interés y posterior ligamiento de ambos.

Notl Spel
Spel
Notl

\ pRRKS 453 /
AtHAK5A539

pDR195 + - en pDR195

Figura 109. Digestion enzimatica y posterior ligamiento de los fragmentos de interés, para obtener la
construccion AtHAK5A539. Una vez clonados los productos de PCR en TOPO pCR2.1 (Paso 2), se llevd a
cabo la digestion enzimatica con Notl y Spel de la secuencia de AtHAKS5 en el plasmido pDR195 y del clon
AtHAK5A539 en TOPO pCR2.1 (Paso 3), para su posterior purificacién y ligamiento del fragmento de
pDR195 sin la secuencia de AtHAK5 WT vy el fragmento de AtHAK5A539 (Paso 4), obteniéndose la
delecion AtHAK5A539 en el plasmido pDR195.

El resto de deleciones se obtuvieron mediante la digestion de las secuencias en pCR2.1-
TOPO® con las enzimas de restriccion Bglll y Spel (Paso 5) y el posterior ligamiento (Paso 6) con

el fragmento purificado de AtHAK5 A539 (Figura 110).
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Paso 5: Digestion enzimatica con Bglll y Spel de AtHAK5A539 en pDR195 y de los clones del resto de
deleciones en TOPO pCR2.1.

Spel Spel
Bg\\\ I

\gou| \

AtHAKS5A539

en pDR195 TOPO pCR2.1

Paso 6: Purificacion de los fragmentos de interés y posterior ligamiento de ambos.

\ Spel
LN
£G5S
AtHAK5A555 AtHAK5A571
BG‘“\ 5p|e| BG“\ Spel en pDR195 en pDR195
\ ps7l |
Spel
g b
A633 |
AtHAK5A539 \ = AtHAKSA633 AtHAKSA688
+ spel en pDR195 en pDR155
en pDR195 P
CEIN
\ 2688 |
Spel
i\ e
Bd AtHAKS5A744
\ 4744 en pDR195

Figura 110. Digestidon enzimatica y posterior ligamiento de los fragmentos de interés, para obtener las
distintas construcciones de AtHAK5 con deleciones en su extremo C-terminal. El paso 5 consistio en la
digestion de la construccion AtHAK5A539 en pDR195, y de los fragmentos de PCR del resto de
deleciones en TOPO, para su posterior purificacion y ligamiento (Paso 6), obteniéndose el resto de
construcciones: AtHAK5A555, AtHAK5A571, AtHAK5A633, AtHAK5A688 y AtHAK5A744, en el plasmido
pDR195.

En la Figura 111 se muestra la digestion Notl-Bglll de las construcciones realizadas para

comprobar el tamafio correcto de las deleciones del dominio C-terminal de AtHAKS.
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Figura 111. Electroforesis de la digestion enzimatica con Notl y Bglll de las construcciones de AtHAK5
en pDR195 con las distintas deleciones en el dominio C-terminal, para comprobar los tamafios de las
deleciones. Calle 1: AtHAK5A539; Calle 2: AtHAK5A571; Calle 3: AtHAK5A633; Calle 4: AtHAK5A688;
Calle 5: AtHAK5A744; Calle 6: AtHAKS silvestre. M1= marcados de peso molecular DNA Molecular
Weight Marker VI (Roche); M2= marcador de peso molecular Lambda DNA /Hindlll (Roche).

Anexo 6.1. Insercion del epitopo de la HA en las construcciones de AtHAK5 con

deleciones en su dominio terminal.

Para la insercién del epitopo de la HA en las construcciones de AtHAKS con deleciones en
el dominio C-terminal, se digirié el ADNc de AtHAK5 WT con el epitopo HA (Anexo 5), con las
enzimas de restriccién Notl-Bclll, y también los ADNcs de las construcciones con las deleciones
en el plasmido pDR195. Posteriormente, se purificaron los fragmentos de interés y se ligaron

mediante la utilizacion de la T4 ADN Ligasa (Figura 112).
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Paso 1: Digestidn enzimatica con Notl y Bclll de AtHAKS silvestre con HA en pDR195 y de las distintas
construcciones de AtHAKS con las deleciones en pDR195.

Bc’l” Bclill
Notl p Notl \
~N ~
AtHAK5:HA AtHAK5A'X'
en pDR195 en pDR195

Paso 2: Purificacidn de los fragmentos de interés y posterior ligamiento de ambos.

Bcllll

\ Belll
N Notl I N

‘\.\N(Ei
\\ A

AtHAK5A'X’ AtHAKSA'X’:HA
en pDR195 <+ = en pDR195

Notl

Figura 112. Digestion enzimatica y posterior ligamiento de los fragmentos de interés, para obtener las
distintas construcciones de AtHAK5 con deleciones en su extremo C-terminal con el epitopo ed la HA.
El paso 1 consistio en la digestion de la construcciéon AtHAK5:HA en pDR195, y de las distintas deleciones
en pDR195 para su posterior purificacion y ligamiento (Paso 2), obteniéndose el resto de construcciones:
AtHAKS5A555, AtHAK5A571, AtHAK5A633, AtHAK5A688 y AtHAKS5A744, en el pldsmido pDR195, con el
epitopo de la hemaglutinina (en rojo), insertado. La letra ‘X’, hace referencia a las deleciones de AtHAKS5:
539, 555, 571, 633, 688, y 744.

Anexo 6.2. Construccion AtHAKS S35A, A571.

La construccién construccién AtHAK5 S35A, A571 se generd llevando a cabo la digestion
enzimatica del mutante AtHAK5 S35A (cedido amablemente por el Dr. Quintero, del centro
IBVF-CSIC), con las enzimas de restriccién Notl-Bclll, y también la construccién AtHAK5A571 en
el plasmido pDR195. Posteriormente, se purificaron los fragmentos de interés y se ligaron
mediante la utilizacidon de la T4 ADN Ligasa, estrategia similar a la ilustrada en la Figura 112,

pero con la utilizacién de plasmidos diferentes.
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Anexo 6.3. Generacion de la delecion interna A572-625 en el dominio C-terminal de

AtHAKS.

Para obtener la construccion de AtHAKS5 con la delecién interna A572-625 en su dominio

C-terminal se siguid la estrategia ilustrada en la Figura 113.

571 626
'L !n. C't

wntt ..
572 LFSHYISNLSSVHSVPVUSIKTLPYNRVTSSERFFFRYWGPKDSGMFROVVR 525

Figura 113. llustracion de la delecion interna del dominio C-terminal de AtHAKS5, desde el aminoacido
en posicion 572 hasta el aminoacido 625, ambos incluidos.

El primer paso (Figura 114, Paso 1) consistié en la realizacién de una PCR dirigida sobre el

ADNc de AtHAKS clonado en el plasmido pDR195, con la utilizacion de cebadores (recogidos en
el Anexo 2) disefiados con “QuickChange Primer Design”

(https://genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp) para eliminar el fragmento de

interés. A continuacién (Figura 114, Paso 2), se afiadid la enzima de restriccién dpnl para
eliminar los fragmentos metilados y hemimetilados obtenidos, quedando Unicamente los
productos de PCR correspondientes al plasmido mutado. El producto de PCR se transformd
mediante electroporacion en la cepa Topl0 de E. coli y se incubaron las células con el

antibiodtico de seleccion (ampicilina para el plasmido pDR195) (Figura 114, Paso 3). Mediante

PCR convencional y secuenciacion, se comprobd que los clones obtenidos presentasen la

delecidn de interés en la secuencia de AtHAKS5.
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- pA572-625-F

-

f%__\\\
A =3 \\
fl / PAS572-625-R AN

I

{ AtHAKS
b\ en pDR195
\ \

AtHAK5A572-625 AtHAKS
en pDR195 en pDR195

AtHAK5A572-625 AtHAKS5
en pDR195 en pDR195

Paso 3

Figura 114. Esquema de procedimiento del método ‘Quick Change’ de mutagénesis dirigida por PCR,
para llevar a cabo la delecion desde el aminoacido 572 al 625, de AtHAKS.
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ANEXO 7. GENERACION DE CONSTRUCCIONES PARA EL ENSAYO DE Y2H.

Para la generacién de las construcciones utilizadas en los ensayos de doble hibrido en
levadura, fue necesario la utilizacion de los reactivos y kits siguientes: ProQuest™ Two-Hybrid
System (Cat. PQ10001-01, Invitrogen); pCR™8/GW/TOPO® TA Cloning ©® Kit (Cat. K2500-20,
Invitrogen) y Gateway™ LR Clonase™ Il Enzyme Mix (Cat. 11791-020, Invitrogen). Los pasos

llevados a cabo para la obtencidn de las construcciones, se recogen en las Figuras 115y 116.

El primer paso consistio en la amplificacion de los fragmentos de ADN de interés (Figura
115, Paso 1) mediante PCR convencional con la ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion
(Thermo Fischer Scientific) (reactivos y condiciones recogidos en las Tablas 55 y 56). Se
disefaron los cebadores adecuados (recogidos en el Anexo 2) para amplificar los dominios C-
terminal (desde el aminoacido 539 hasta el 785); N-terminal (desde el aminoacido 1 al 95) e IL
(desde el aminoacido 123 al 182). En los cebadores direccidon 3’-5’, se incluyd la secuencia
nucleotidica para introducir un codén de STOP al final de cada fragmento, con el fin de

asegurar el fin de la traduccién

Tabla 55. Reactivos utilizados en la PCR para amplificar los fragmentos de interés.

ADN 10 ng
Tampdn 5X HF* 5uL
dNTPs (50 mM) 0,5 L
Cebadores (10 uM) 5uL
Polimerasa Phusion (2U/uL)** 0,5 uL
Agua destilada Hasta 50 pL
Volumen Final 50 pL

* 5X Phusion HF Buffer (Cat. F530S, Thermo Fisher Scientific).

**Phusion High-Fidelity DNA polymerase (Cat. F530S, Thermo Fisher Scientific).

Tabla 56. Condiciones del termociclador utilizadas para amplificar los fragmentos de interés.

Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial: 94 °C 2
Desnaturalizacion inicial: 94 °C 1
Alineamiento: 65°C/50°C* 1 x 25
Extension: 72°C 1
Extension final: 72°C 7

*65 °C para la amplificacién de los fragmentos C-t y N-t; y de 50 °C para la amplificacidon del fragmento IL.
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Tabla 57. Reactivos utilizados para la reaccién de clonacion en pCRTMS/GW/TOPO®.

Producto de PCR 2 uL
‘Salt solution’ ( %) 1ul
Agua destilada 2 uL
Vector TOPO® 1puL
Volumen Final 6 uL

Paso 1: Amplificacién, mediante PCR, de los fragmentos de interés de AtHAKS.

pAtHAKS-Ct-F

AtHAK5-Ct | | |

pAtHAKS-Ct+STOP-R

|pAtHAKS-IL-F

AtHAKS5-IL | | I

pAtHAKS-IL+STOP-R

[ ] pldsmido pDR195

[ ] AtHAKS

|:| Fragmento amplificado

Figura 115. Esquema de la estrategia seguida para la generacién de construcciones para el ensayo de
doble hibrido en levadura. El paso 1 consistié en la amplificacion mediante PCR convencional, de los
fragmentos de AtHAKS5 a ensayar (dominio C-terminal, Ct; e ‘Internal Loop’, IL).

Una vez amplificados los fragmentos, se clonaron mediante tecnologia GATEWAY en el
vector pCR™8/GW/TOPO® siguiendo las instrucciones del fabricante (condiciones recogidas en
la Tabla 57) obteniéndose los denominados ‘clones de entrada’ (Figura 116, Paso 2). A
continuacién, cada uno de los ‘clones de entrada’ obtenidos se recombinaron con los vectores
pDEST™22 y pDEST™32, obteniéndose los clones de expresion ‘cebo’ y ‘presa’,
respectivamente (Figura 116, Paso 3). Las condiciones utilizadas para la reaccién de
recombinacién mediante la LR clonasa™!Il se recogen en la Tabla 58, y la reaccién se llevd a
cabo como indica el fabricante en las instrucciones. Los clones de expresidon obtenidos se
comprobaron mediante la digestion con la enzima de restriccion EcoRl y mediante

secuenciacion.
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Paso 2: Clonacién de los productos de PCR en pCR8/GW/TOPO® obteniéndose los ‘clones de entrada’:

attll attl2 atill attL2

AtHAK5-Ct AtHAK5-IL
en pCR8/GW/TOPO® en pCR8/GW/TOPO®

Paso 3: Recombinacion LR de los clones de entrada con los vectores de destino, obteniéndose los clones
de expresion, ‘presa’ y ‘cebo’.

attll attL2 \attR1 attR2 attBl attB2
AtHAK5-Ct LR clonasa™ II Clon ‘presa’
™ C-t:: AD p
en pCR8/GW/TOPO® + PDEST™22 _
attll attl2 attR1 attR2 attBl attB2
[t ] [ | [ .

AtHAKS5-Ct LR clonasa™ 11 B ,
en pCR8/GW/TOPO® + PDEST™32 —_— C-t: BD Clon ‘cebo
attll attl2 attR1 attR2 HI

LR clonasa™ ||
en p!
attLl attl2 attR1 attR2 attBl attB2
o %] [® - [ T
LR clonasa™ Il
AtHAKS-IL B
—_— Clon ‘cebo’
en pCR8/GW/TOPO® + pDEST™32 IL:: BD

Figura 116. Esquema de la estrategia seguida para la generacion de construcciones para el ensayo de

doble hibrido en levadura. Paso 2, clonacién de los productos de PCR obtenidos en el vector

pCR8/GW/TOPO® obteniéndose los denominados ‘clones de entrada’. El paso 3 consistio en la

recombinacién de cada ‘clon de entrada’ con los vectores pDESTTMZZ y pDESTTM32, obteniéndose los

clones de expresidén ‘cebo’ y ‘presa’, para cada uno de los dominios de AtHAKS ensayados: C-terminal

e‘Internal Loop’.
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Tabla 58. Reactivos utilizados para la reaccidn de recombinacién con LR clonasa "ll.

Clon de entrada 2 uL
Vector de destino 1ul
LR clonasa 2L
Tampdn TE pH=8 3uL
Volumen Final 8 uL
Proteinasa K 1puL
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ANEXO 8. GENERACION DE CONSTRUCCIONES PARA EL ENSAYO DE BIFC.

Las construcciones SOS1::YFPy,73, SOS1::YFPciss y HAKS5::YFPcss fueron donadas
amablemente por el Dr. Quintero (IBVF-CSIC), al igual que los plasmidos pSPYNE y pSPYCE. La
construccion pl9 pBin6l fue cedida amablemente por el Dr. Aranda del Departamento de
Patologia Vegetal (CEBAS-CSIC). La construccion HAK5::YFPy,73 se obtuvo siguiendo la
estrategia reflejada en la Figura 117. El primer paso consistid en la digestion de la secuencia de
AtHAKS de la construccidon AtHAKS5::YFP¢s5s y del vector pSPYNE con las enzimas de restriccién
BamH| y Sall (Figura 117, Paso 1), seguida de la purificaciéon de los fragmentos del tamafio
deseado para cada uno. Una vez purificados los fragmentos, se procedié a su ligamiento
mediante la utilizacién de la enzima T4 ADN ligasa, obteniéndose la secuencia de AtHAKS
fusionada al dominio N-terminal de la proteina YFP, en el pldsmido pSPYNE (Figura 117, Paso

2).

Paso 1: Digestion enzimatica con BamH| y Sall del plasmido pSPYNE y de AtHAKS5 en pSPYCE.

BamHI Sall BamH| Sall
3s5s| mcs c—m\u{ VFPN1,3|N05T| 355 AtHAKS- YFPeiss |NosT|
PSPYNE AtHAKS::YFP_, .

Paso 2: Purificacion de los fragmentos de interés y ligamiento de ambos.

BamHI Sall

E‘ myg VFP,,, [NosT 35| AtHAKS F-myel YFP..;; |NosT|

BamH| Sall

AtHAKS

pSPYNE + —_—> AtHAKS::YFPy, ;3

Figura 117. Esquema de la estrategia seguida para la generacidon de la contruccion AtHAKS::YFPy;;3
para el ensayo de doble hibrido en levadura. El paso 1 consistié en la digestidn con BamH]I y Sall del
pldsmido pSPYNE y de la construccidon AtHAKS::YFP55 para la posterior y ligamiento de los fragmentos
de interés (Paso 2).
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