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RESUMEN

El trafico vesicular intracelular asegura el intercambio de lipidos y proteinas entre
los compartimentos membranosos. Bajo estrés salino esto cobra gran importancia,
ya que tanto la remocion de transportadores y canales i6énicos de la membrana
plasmatica como la compartimentacion de los iones toxicos requiere de la
formaciébn de vesiculas, que pueden ser mantenidos como cuerpos
multivesiculares, o bien, ser fusionados a la vacuola central. Uno de los
componentes participantes incluye a la familia de proteinas SNAREs (Soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment receptor), que actian en el proceso de
fusion de vesiculas, otorgandole especificidad al destino final de éstas. Es por ello
que las SNAREs son un blanco interesante de investigacion que permitiria
entender el rol que tienen éstas durante el estrés salino en plantas. Las evidencias
descritas hasta la fecha en Arabidopsis thaliana muestran que la sobreexpresion
de determinados SNAREs conducen a un aumento de la tolerancia al estrés
salino. Este efecto podria ser consecuencia de un aumento en la acumulacién de
sodio en la vacuola o que ocurra una compartimentacion de especies reactivas de
oxigeno en cuerpos multivesiculares, evitando con ello la alcalinizaciéon y pérdida
de viabilidad de la vacuola. Por otra parte, el andlisis de los genomas de plantas
ha revelado una superfamilia de genes que codifican para proteinas denominadas
SNARE-like, que al igual que las anteriores parecen estar participando en el trafico
vesicular con funciones semejantes. La participacion de estas proteinas durante el
estrés abiotico es practicamente desconocida, a excepcion de los estudios
recientemente descritos con la sobreexpresion en tabaco de un gen SNARE-like
de la planta haléfita Salicornia brachiata, que es capaz de otorgar tolerancia a
multiples tipos de estrés abibtico, incluyendo el estrés salino. Los estudios de la

participacion de SNARE-like en plantas de importancia econdémica, como tomate
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son desconocidos. Por lo anterior, en esta tesis se propuso estudiar los efectos de
la sobreexpresion de un gen SNARE-like, denominado SISLSP6, en plantas de
Solanum lycopersicum sometidas a condiciones de alta salinidad. Se realiz6 una
busqueda de putativos genes homodlogos al SNARE-like de S. brachiata en el
genoma de S. lycopersicum, identificAndose aquellos que tienen expresion
diferencial bajo estrés salino y se seleccioné aquel que mostr6 una mejor
respuesta, tanto en hojas como en raices. El analisis in silico de SISLSP6 permitio
la prediccion de un dominio Longin-like, que la categoriz6 como una SNARE-like.
Ademas, mediante analisis filogenético se determind una relaciéon de SISLSP6 con
proteinas SNARE-like de S. brachiata, Zostera marina y Solanum pennelli, plantas
tolerantes a la salinidad. Junto con esto, se predijo un putativo dominio de un
complejo adaptador de clatrinas y un sitio de palmitoilacion. La localizacion
subcelular indic6 que SISLSP6 se ubica en la membrana plasmatica, manifestando
su posible participacién en la endocitosis. Los efectos de la sobreexpresion de
SISLSP6 en plantas de tomate frente a estrés salino fueron evidentes al
observarse una mejora de los parametros fisiolégicos y bioquimicos, tales como
un mayor contenido de clorofila, indice de rendimiento, eficiencia del fotosistema |l
y contenido relativo de agua, y un menor contenido de MDA, mejorando la
tolerancia de estas plantas bajo estrés salino. La sobreexpresion de SISLSP6
también aumento la tasa endocitica, aumentando el trafico vesicular. Ademas, se
observé una disminucién en la acumulacion de especies reactivas de oxigeno, lo
que se correlacionaria con el aumento de la compartimentacion del sodio en las
vacuolas de células de raices de tomate. Estos resultados contribuyen a
comprender el rol de esta proteina SNARE-like durante el estrés salino. Se espera
que esta investigacion sirva de base para el uso de estos genes en programas de

mejoramiento genético de la tolerancia a estrés salino en tomate.
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ABSTRACT

Intracellular vesicular traffic ensures the exchange of lipids and proteins between
the membranous compartments. Under saline stress, this becomes very important,
since both the removal of transporters and ion channels from the plasma
membrane and the compartmentalization of toxic ions require the formation of
vesicles, which can be maintained as multivesicular bodies, or be fused to the
central vacuole. One of the participating components includes the family of genes
encoding SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment receptor)
proteins, which act in the vesicle fusion process, giving specificity to their
destination. For this reason, SNARESs are an interesting research target that would
allow us to understand the role they have during saline stress in plants. The
evidence described to date in Arabidopsis thaliana shows that the overexpression
of certain SNARES leads to an increase in tolerance to salt stress. This effect could
be the consequence of an increase in the accumulation of sodium in the vacuole or
that a compartmentalization of reactive oxygen species occurs in multivesicular
bodies, thereby avoiding alkalization and loss of viability of the vacuole. On the
other hand, the analysis of plant genomes has revealed a superfamily of proteins
called SNARE-like, which, like SNAREs, seem to be participating in vesicular
trafficking with similar functions. The participation of these proteins during abiotic
stress is practically unknown, except for the recently described studies with the
overexpression in tobacco of a SNARE-like gene from the halophytic plant
Salicornia brachiata, which is capable of granting tolerance to multiple types of
abiotic stress, including salt stress. Studies of the participation of SNARE-like in
plants of economic importance, such as tomato are unknown. Therefore, in this
work it was proposed to study the effects of the overexpression of a SNARE-like
gene, called SISLSP6, in Solanum lycopersicum plants subjected to high salinity
conditions. A search was carried out for putative genes homologous to the
SNARE-like of S. brachiata in the genome of S. lycopersicum, identifying those that
have differential expression under saline stress and the one that showed a better

response, both in leaves and roots, was selected. The in-silico analysis of SISLSP6
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allowed the prediction of a Longin-like domain, which categorized it as a SNARE-
like. In addition, by phylogenetic analysis, a relationship of SISLSP6 with SNARE-
like proteins from S. brachiata, Zostera marina and Solanum pennelli, salinity-
tolerant plants, was determined. Along with this, a putative domain of a clathrin
adapter complex and a palmitoylation site were predicted. The subcellular location
indicated that SISLSP6 is in the plasma membrane, showing its possible
participation in endocytosis. The effects of SISLSP6 overexpression in tomato
plants against saline stress were evident when an improvement in physiological
and biochemical parameters was observed, such as a higher chlorophyll content
and performance index, higher photosystem Il efficiency and relative water content
and a lower content of MDA, improving the tolerance of these plants under saline
stress. SISLSP6 overexpression also increased the endocytic rate, increasing
vesicular traffic. In addition, a decrease in the accumulation of reactive oxygen
species was observed, which would correlate with the increase in sodium
compartmentation in the vacuoles of tomato roots cells. These results contribute to
understanding the role of this SNARE-like protein during salt stress. It is expected
that this research will serve as the basis for the use of these genes in programs for
the genetic improvement of tolerance to salt stress in tomato.



