INDICE GENERAL

INDICE GENERAL ..ottt e e e e e e s a e e e e e e e e i
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt ettt ettt n et n i, VI
INDICE DE TABLAS ...t e e a e e e e et aeeeas VIl
ABREVIACIONES ...ttt e e e e e e s e e e e e e e s et eeeeas IX
RESUMEN . ...t e e e e e e et e e e e e e e s s s na b e e e e e eeeeesannnranneeeeas 1
SUMM A Y e e e e e e e e e e —— e e e e e e —ra e e e e e e a i rraaeeaaaaas 3
I, INTRODUCCION ......coiiiiiiiiiiitsineieineie ettt 5
1.1 Generalidades sobre el estrés salino y estrategias de tolerancia.............cccoccevviennnenn 6
1.2 Trafico vesicular INtraCelUlar............cvviiiie e 8
I.3  Relacion de la respuesta endocitica y el estrés salino en plantas ............ccccccoevveinenn 10
1.4 Pequefias GTPasas y su papel durante el trafico vesicular ............c.cccoovviiiniinnnnn, 12
I.5  Participacion de RabGDI durante el trafico vesicular ............ccccoovvveviieeiiiee e, 14
1.6 Trafico vesicular y eStrés abiOtiCO ........ccvvvveiiiiie e 16
1.7 RabGDI de Solanum chilense y su participacion en la tolerancia a estres abidtico.. 18
. HIPOTESIS Y OBJIETIVOS.......oiiteieieicieeeeeeeetete ettt 21
0 o 1T o To] (=SOSR PSR 22
] @ o 1 1Yo OSSR PRR 23
[1.2.2  Objetivos ESPECITICOS: .....eiiiiiieiiie et 23
HI. MATERIALES Y METODOS .....cooviviveiiiireeecteteieie e es st ses s s 25
1.1 Material vegetal y condiciones de CUItiVO...........cccveivviiiiiii i 26
1.2 Ensayos de Salinidad .............c.oooiuiiiiiiieiiis e 26
I11.3 Tratamiento de salinidad en plantas de Solanum chilense..........c.cccccocvveviieeciinnnne, 27
I11.4  Determinacién de la variacion de parametros eco-fisioldgicos............ccccccveevnnenne, 27
1.5 Extraccion de y purificacion de ARN. ........cooiiiiii i 27
1.6 SINEESIS 08 ADINC. ....eieiiieitie ettt e e e beeaneeenree s 28
1.7 Analisis de 1a eXPreSiOn gENICA. .......c.eeiiuieeiiiieeiiie e 28
1.8 Reaccion de polimerasas en cadena (PCR) y clonamiento de las secuencias
AMPHTICAAAS. ...eee e 31
I11.9  Aislamiento y purificacion de ADN plasmidial. ............cccccoooiiiiiiie e, 32
I11.10 Alineamiento de secuencias y analisis filogenético.............ccoceevviiiiii e, 32



I11.11 Generacion de construcciones genéticas para transformacion estable de Arabidopsis
TNAITANAL ... 32
[11.12 Obtencion de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana.............cccccceveieiinnnn, 33
[11.13 Ensayos de complementacion de 1evadura............cccoveieeieeniciieiiie e 34
[11.14 Andlisis de la tolerancia al estrés salino en plantas transgénicas de Arabidopsis
TNALIANA ..o araa e 36
[11.15 Prediccion de estructura mediante modelamiento por homologia.............cccceeeenee. 36
[11.16 Simulacion de acoplamiento molecular Proteina-proteina ...........cccooevveiviieiinnnnn. 37
[11.17 Interaccion in vivo entre SchRabGDI1 y SchRabG3e mediante complementacion
bimolecular de la fluorescencia BiFC...........cccooiiiieiiiieiiiie e 38
[11.18 Determinacion de la internalizacion de FM4-64 ............ccooeeiiveeviie s, 39
I11.19 Analisis de la distribucion intracelular del sodio (Na+) en plantas transgénicas de A.
thaliana sometidas @ eStrés SAlINO. .........ccouvieiiiieiiie e 40
[11.20 Deteccion de especies reactivas de 0Xigeno (O2-) .....cocvevvviieeiiieiiieiie i 41
1121 ANALISIS QUIMICOS. ... .vieeiiieeciieeeeiee e stee e ettt et e et e et a e et e e st e e anta e e antaeeanneeeanns 41
[11.22 ANALISIS ESTAUISICOS .....veeviiiiie ittt 42
[V. RESULTADOS ...ttt bbbttt ae e 43
IV.1 Identificacion del gen codificante para el inhibidor de la disociacion de GDP
SchRabGDI1 de Solanum ChIlENSE ........ceviiiiiiiiie s 44
IV.2 RabGDI1 de Solanum chilense incrementa su perfil de expresion relativa durante el
BSIIES SALINO. ...veieiie e 48
IV.3 SchRabGDI1 codifica una proteina del tipo RabGDI............cccccovvvveviieeiiec e, 53
IV.4 RabGDI1 de Solanum chilense interactta in vivo con la proteina SchRabG3e........ 55
IV.5 Laexpresion heterdloga de RabGDI1 de Solanum chilense incrementa la tolerancia
al estrés salino en ArabidOPSIS. .....cocvereiiiieiiie e 61
IV.6 La expresion heterdloga de SchRabGDI1 induce un incremento en la internalizacion
de FM4-64 en plantas transgénicas de Arabidopsis..........ccccovvveiiieeeiiie e, 65
IV.7 Laexpresion heterdloga de SchRabGDI1 induce un incremento en la
compartimentacion de sodio en raices de plantas transgénicas de Arabidopsis........ 67
V. DISCUSION ..ottt ettt et et e et e et e anaee e 69
V.I  RabGDI1 de Solanun chilense codifica para una proteina funcional del tipo inhibidor
de la disociacion de GDP y es inducida por el estrés salino .............ccccceevvveeinennnne, 70
V.2 Laexpresion ectopica SchRabGDI1 confiere tolerancia al estrés salino en

DN =L o] o (0] 0] [OOSR RPPPPRP 72



V.3  SchRabGDI1 participa en la regulacion la via endocitica y la distribucion del sodio
INEFACEIUIAN ... e 73

V.4  Laacumulacién de transcritos de SchRabGDI1 durante el estrés salino se correlaciona
con la endocitosis masiva y una mayor tolerancia al estrés salino en Solanum chilense.

............................................................................................................................... 74
VI, CONCLUSIONES........cootiiitttiieeee ettt s sttt en st 77
VI LITERATURA CITADA ..ottt ettt 79
BIBLIOGRAFIA. ..ottt ettt ettt ettt nen e 80



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Representacion esquematica de las principales vias conocidas en la respuesta al estrés
T |1 T T OSSPSR 7
Figura 2: Representacion del ciclo de 1as RabGTPaSsaS. .........ccoveiierieniiiiiieiie e 16
Figura 3: Relaciones filogenéticas entre RabGDI1 de Solanum chilense y otras proteinas del
TIPO RABDGDI. ...t 45
Figura 4: Alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica deducida de SchRabGDI1
aislada desde S. chilense y de otras RabGDI homdlogas en plantas.. .........ccccooeverieiiiennnene 47
Figura 5: Perfil de expresion génica de SchRabGDI1 en tejido vegetativo y reproductivo de
SOIANUM CHIENSE. .. .. e e et e et e e st e e anneeeanes 49
Figura 6: Evaluacion de parametros fisioldgicos bajo condiciones de estrés salino en plantas de
S CRIIBNSE. .t 50
Figura 7: Analisis de la abundancia relativa de transcritos de SchRabGDI1 en plantas de
Solanum chilense sometidas a estrés SaliN0.. .........ccoviviiiiiiiiiie 52

Figura 8: Ensayo de complementacion de la cepa mutante de levadura secl9-1 con

SCRRADGDIL.....ecieee ettt ettt r et ens 54
Figura 9: Representacion in silico de la plataforma de interaccion entre SchRabGDI1 y
SCNRADGBE.. ..t 56

Figura 10: Simulacion del acoplamiento molecular dado entre SchRabGDI1, SchRabG3e y
proteinas de fusion para la complementacion bimolecular de la fluorescencia (BiFC)........... 57
Figura 11: Determinacién de la Complementacion bimolecular de la fluorescencia (BiFC) entre
SchRabGDI1 y SchRabG3e, en células epidérmicas de hojas de tabaco.. ..............cceevveeenne. 59
Figura 12: Controles para la determinacion de la Complementacion bimolecular de la
fluorescencia (BiFC) entre SchRabGDI1 y SchRabG3e en células epidérmicas de hojas de
L0 [oT TSRS 60
Figura 13: Evaluacion de la presencia y la abundancia relativa de los transcritos de
SchRabGDI1 en el genotipo control (WT), asi como en dos lineas transgénicas independientes

de Arabidopsis thaliana.. .........ccueiiiiiiiii e 61

VI



Figura 14: Analisis de plantas heterdlogas de Arabidopsis que expresan SchRabGDI1 sometidas
= (TR LT[ P TSOTRP 62
Figura 15: Detecciones del anion superdxido (O2) en plantas control y transgénicas que
expresan constitutivamente SchRabGDI1 en condiciones de estrés salino.............c.c.cceeueeee. 63
Figura 16: Contenido total de sodio (Na*) en hojas y raices de A. thaliana.. .............cc........ 65
Figura 17: Internalizacion de FM4-64 en células de la raiz de plantas control y transgénicas que
expresan constitutivamente SChRADGDIL...........cooiiiiiiiiiii 66
Figura 18: Localizacién subcelular y comparacion de los contenidos de sodio entre lineas
transgénicas (SchRabGDI1) y plantas control (WT) en raices de Arabidopsis mediante la sonda

TlUOTESCENTE SOUIUM GIBBN.. cevee ettt et et e et e e et e e et eeeeee e e e e ee e seeeettaeeerennraenenes 68

Vil



INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Secuencias nucleotidicas de los partidores utilizados en esta tesis..............cccuc.... 30

Vi



	Índice

