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Introduccion y objetivos

La salinidad de suelos y aguas de riego constituye uno de los principales factores
que limita la productividad agraria. A causa de la salinizacion, grandes areas geograficas
no son aptas para la agricultura y, otras muchas, estan en peligro de perderse debido a
gue la mayoria de las plantas cultivables son muy poco tolerantes a este factor
ambiental. Para disminuir el impacto de la salinidad en la agricultura, una estrategia que
interesa a nuestro ambito de actuacion se basa en la seleccién de plantas tolerantes y
productivas. Sin embargo, la utilizacion del potencial genético de las plantas y la
aportacion de las técnicas de hologia molecular han tenido un éxito limitado hasta el
momento, debido, por una parte, a la complejidad de las caracteristicas de resistencia,
que ha resultado ser multigénica, y, por otra parte, al desconocimiento de los

mecanismos fisiolégicos y bioquimicos de tolerancia.

En relacion a los mecanismos de tolerancia al NacCl, las plantas glicéfitas basan su
tolerancia a la salinidad en la exclusion de i6nes, en combinacién con la sintesis de
solutos orgéanicos para su ajuste osmético, y las haléfitas en la alta velocidad de
absorcion, transporte y acumulacién compartimentada de i6nes, para evitar la toxicidad y
contribuir al ajuste osmético, manteniéndose en ambos casos, una alta razén K'/Na* en
el citoplasma. A este respecto, la mayoria de las especies cultivadas de tomate, origen
vegetal utilizado en este estudio, de una extraordinaria importancia agricola en nuestro
pais y que se ve sometido a los continuos efectos de las altas concentraciones de NaCl
en los suelos y aguas de riego, presenta, predominantemente, una estrategia glicofitica,
mientras que las especies silvestres, mucho mas tolerantes, presentan rasgos
halofiticos. Por tanto, en especies de tomate tolerantes, donde la capacidad para regular
los flujos i6nicos debe constituir un claro mecanismo de tolerancia, la identificacién y
caracterizaciéon bioquimica y génica de los componentes que controlan esta respuesta
celular debe ser clave para los programas de mejora.

Un enfoque adecuado de esta estrategia, requiere tener en cuenta que en plantas
expuestas a medios con alta concentracion de NaCl, una necesidad primaria es excluir el
Na’y el CI del citoplasma por eflujo al apoplasto y/o a la vacuola. Se ha demostrado que
este transporte es dirigido por las bombas primarias (H-ATPasas y H'-PPasa) y por los
transportadores secundarios de iones (transportadores de K* y antiporte Na'/H") a través
del plasmalema y tonoplasto y que la salinidad inhibia, no afectaba e incluso estimulaba

la actividad de estas proteinas, dependiendo de la especie, variedad y condiciones de
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cultivo. Asi mismo, se ha podido comprobar que algunas de estas actividades
enzimaticas pueden ser reguladas de forma rapida por mecanismos bioquimicos como
fosforilacién/desfosforilacién y activacion proteolitica, aunque, hasta el momento, sélo

existen escasas evidencias de tales mecanismos de regulacion en plantas.

En este sentido, diversos estudios, a nivel celular y de planta entera, han permitido
determinar factores de tolerancia al estrés salino, mediante la identificacion de genes que
codifican proteinas que intervienen en la regulacién de la expresiéon génica y en la
transduccion de sefiales implicadas en la respuesta al estrés. Este es el caso de la
calcineurina, una proteina fosfatasa de tipo 2B dependiente de Ca”/calmodulina que, en
levadura, regula el sistema de exclusién de Na' (ENA1) y de K* (TRK1), incrementando
la afinidad por K en respuesta a la sal y, por ello, mejorando la discriminacién entre K* y
Na’ a través de la regulacién de la homeostasis de estos iénes. Ademas, aunque por el
momento no se ha identificado un homélogo estructural de la subunidad catalitica de
calcineurina en el genoma de Arabidopsis, si se ha podido comprobar que el gen SOS3,
implicado en la tolerancia a sal, codifica una proteina con cierta homologia a la
subunidad reguladora de calcineurina de levadura, y que la expresion de calcineurina en

plantas transgénicas de tabaco confiere tolerancia al NaCl.

En su conjunto, todas estas evidencias se asocian al hecho constatado de que la
capacidad de las plantas para tolerar ambientes salinos viene determinada por procesos
biolégicos que facilitan el mantenimiento de la homeostasis iénica, los cuales incluyen la
sintesis y/o regulacion postransduccional de proteinas que controlan el transporte idnico.
De aqui, que un objetivo importante de este trabajo haya sido el estudio de la implicacion
de estas proteinas en los cambios que inicialmente siguen al estrés y en la activacion
transcripcional de los genes que las codifican. Por ello, se ha investigado la relevancia
de la calcineurina de levadura en la respuesta de células de tomate al NaCl, mediante la
obtencion de un cultivo celular de tomate transgénico en esta proteina, donde poder
definir su participacién en la regulaciéon de las bombas primarias y/o transportadores
secundarios de i6nes en funcion del estrés salino. Asi mismo, indicar que para llevar a
cabo estos objetivos ha sido fundamental la utilizacion de lineas de callos de tomate
obtenidos a partir de explantos transformados y, posteriormente, subcultivados hasta

definir un material homogéneo de trabajo.
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Antecedentes cientificos

A. EL PROBLEMA DE LA SALINIDAD EN PLANTAS

La salinidad del suelo es uno de los factores ambientales que incide mas
negativamente en la productividad agricola y limita el uso potencial de nuevas areas de
cultivo (Flowers y Yeo 1995). El 40 % de la superficie mundial corresponde a regiones
aridas y semiaridas caracterizadas por suelos secos debido a la escasez de lluvias,
temperaturas extremas y una alta velocidad de evaporacién, donde la produccion
agricola depende fuertemente de la irrigacion y de un eficiente manejo de los recursos
hidricos. En estas condiciones, el efecto acumulativo del uso continuado de aguas que
contienen sales disueltas, unido a una gran velocidad de evaporacion y baja capacidad
de lixiviaciéon de algunos suelos, asi como el uso de elevadas cantidades de fertilizantes
en ciertas areas de cultivo y de la penetracion del agua del mar en zonas costeras y
marismas, ocasionan el fenédmeno de salinizacién de los suelos (Downton 1984, Ashraf
1994, Serrano y Gaxiola 1994, Flowers y Yeo 1995).

Entre las areas con elevados porcentajes de superficie agricola afectadas por la
salinidad se encuentran las zonas mas productivas, como California, el sur de Asia y
gran parte del area mediterranea, como las marismas del Sur, Almeria, Murcia, Alicante,
Valle del Ebro (Ayers y col. 1960), y toda la franja atlantica de la costa marroqui
(Choukrallah 1986). Todo esto justifica que la salinidad de suelos y aguas constituya una
verdadera amenaza para la agricultura, puesto que la mayoria de las plantas cultivadas,
entre ellas el tomate, se ven afectadas, en mayor o menor medida, por este factor

ambiental.

La salinidad de los suelos esta mayoritariamente determinada por el NaCl y también,
aunque en menor grado, por otras sales como Na,SO,4, CaSO,4, MgCl, y Na,CO; (Epstein y
Rains 1987). El crecimiento de las plantas se afecta negativamente cuando la concentracion
de sales alcanza un valor umbral, a partir del cual dicho efecto puede variar dentro de un
amplio rango en funcién de la capacidad genética de las especies, estadio de desarrollo,
interacciones ambientales y tipo de ion (Shannon 1984). En funcién de las concentraciones
que son capaces de soportar sin sufrir danos aparentes, después de 1 a 6 meses de cultivo
en condiciones salinas, las plantas se han clasificado en los diferentes grupos indicados en
la Tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacion de las plantas segun su capacidad de soportar altas concentraciones

de NaCl sin dafio aparente (Greenway y Munns 1980).

Grupo Limite de Especie

supervivencia

Grupo l. Haléfitas

la. Crecimiento estimulado en

presencia de 200-500 mM NaCl 700 mM NaCl Suaeda maritima, Atriplex
Ig. Crecimiento inhibido en presencia nummularia
de NaCl. >200 mM NaCl Atriplex hastata, Spartina towsendii

Grupo ll. Halofitas y Glicéfitas

Tolerantes 200 mM NacCl

llo. Haldfitas monocotileddneas Festuca rubra, Puccinella peisonis.
lls. Glicéfitas Gossypium, Hordeum
Intermedias >100 mM NaCl Lycopersicon

Sensibles <100 mM NaCl Phaseolus, Glycine

Grupo lll. Glicofitas <50 mM NaCl Citricos, Aguacates, Frutales de
Muy sensibles hueso

En referencia concreta al tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), este cultivo ha
adquirido gran importancia econémica en todo el mundo, ocupando una superficie de
casi tres millones de hectareas, con una media anual de produccién superior a setenta
millones de toneladas. Se trata de una planta perenne que se desarrolla bien en un
amplio rango de latitudes, tipos de suelos, temperatura y sistemas de cultivo, los cuales
han experimentado cambios rapidos y notables durante las ultimas cuatro décadas,
estableciéndose hoy dia reglamentos especificos de cultivo y produccién integrada bajo
abrigo (Belda y Lastres 2000). La principal razén de estos cambios en las condiciones de

cultivo ha sido la existencia de factores limitantes para la continuidad del cultivo intensivo
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en el suelo natural, entre ellos, la salinizacién, que provoca alteraciones generalizadas
en el metabolismo de esta planta. Dichas alteraciones se reflejan en un sistema radical
de menor desarrollo, hojas adultas abarquilladas, hojas jovenes pequefas, de color
verde mas intenso y enrolladas sobre si mismas, racimos con menor numero de flores,

frutos mas pequenos y necrosis del sistema vascular (Cuartero y col., 1995).

El tomate cultivado pertenece al grupo de sensibilidad intermedia (Tabla 1), aunque
las distintas especies y variedades de tomate presentan una tolerancia diferencial a la
salinidad, abarcando un amplio rango de sensibilidad al estrés por este factor. Los
parametros de crecimiento mas afectados por el estrés salino son la altura del tallo y el
crecimiento de la hoja (Dehan y Tal, 1978; Shannon, 1984; Cuartero y col., 1992; Perez-
Alfocea y col., 1993; Cano y col., 1996; Santa-Cruz y col., 1999).

B. ESTRATEGIAS PARA LA OBTENCION DE CULTIVOS TOLERANTES AL NACL

Para disminuir el impacto de la salinidad en la agricultura se han venido desarrollando
estrategias tanto de tipo tecnoldgico como biolégico (Flowers y Yeo, 1995). En la primera se
incluyen unas buenas practicas de irrigacion y drenaje, como la optimizacion del riego para
minimizar el uso de agua de media o baja calidad (con alto contenido de sales) y evitando la
salinizacion secundaria, asi como la regeneracion del suelo mediante el lavado de las sales
con agua de buena calidad (no siempre disponible). La segunda estrategia se basa en el
aumento de la tolerancia de los cultivos mediante genética convencional o ingenieria
genética.

Desde la perspectiva bioldgica, de especial importancia en la agricultura sostenible,
una primera aproximacion a la solucién de este problema ha venido de la mano de la mejora
por genética clasica. Esta se ha basado, inicialmente, en criterios de seleccién agronémica,
tales como rendimiento de la cosecha o supervivencia (Epstein y Rains, 1987, Noble y
Rogers, 1992), y, mas recientemente, en el uso de criterios de seleccion basados en
procesos fisioldgicos concretos relacionados con la tolerancia, como la adaptacion a
diferentes concentraciones de NaCl, con objeto de identificar y seleccionar aquellos
genotipos mas tolerantes y su utilizacion como donadores de rasgos que confieren

tolerancia (Noble y Rogers ,1992; Cuartero y col., 1992).
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Si bien la aplicacién de técnicas de mejora genética a la obtencion de plantas
tolerantes a la sal ofrece grandes posibilidades, también ha conllevado dificultades,
debido a que la tolerancia a este factor esta regulada por genes muy diversos y a que la
respuesta al estrés tiene lugar tanto a nivel celular como a nivel de planta entera
(Flowers y Yeo, 1995, Bohnert y Jensen, 1996, Hare y col., 1996, Hare y col., 1998, Yeo,
1998). A todo lo anterior se une la dificultad para combinar, en el proceso de seleccion,
dos rasgos multigénicos como son la tolerancia a la sal y la productividad agricola
(Flowers y Yeo, 1995). De ahi que, a pesar del esfuerzo realizado y de las numerosas
investigaciones llevadas a cabo para descifrar los mecanismos de tolerancia a la
salinidad, los programas de mejora desarrollados hayan tenido un éxito limitado (Bohnert
y Jensen, 1996, Yeo 1998).

B.1. Importancia de la ingenieria genética

La aplicacion de la ingenieria genética en la obtencion de organismos
modificados genéticamente, puede constituir un método efectivo para la mejora de
plantas de interés agrondmico. En este sentido, se ha investigado el hecho de que la
introduccion de genes relevantes de halotolerancia que codifican proteinas con funciones
concretas pueda contribuir cualitativamente al incremento de un rasgo tan complejo
como la tolerancia a la sal (Yeo, 1998). Asi, se han obtenido resultados positivos con la
expresion de genes procedentes de organismos no vegetales (bacterias o levaduras)
(Tarsczinsky y col., 1993, Pilon-Smits y col., 1995, Saneoka y col., 1995, Bordas y col.,
1997, Arrillaga y col., 1998), o con la sobreexpresion de genes que son componentes
normales del mecanismo de adaptacion de la planta o de especies relacionadas (Apse y
col., 1999, Espinosa-Ruiz y col., 1999; Shi y col., 2002b; Zhang y Blumwald, 2001; Zhang
y col., 2001; Ohta y col., 2002; Rausell y col., 2003). Una estrategia prometedora parece
ser la manipulacion de genes implicados en las rutas de transduccién de sefiales o en la
activacion transcripcional de multiples genes (factores de transcripcion), que pueden
incrementar la tolerancia controlando diferentes caracteristicas fisiolégicas como por
ejemplo la homeostasis i6nica y osmética (Pardo y col., 1998; Zhu, 2001; Shi y col.,
2002b; Nagaoka y Takano, 2003). En este sentido, se ha demostrado que la expresion

en levadura de genes de plantas con posible implicacion en la tolerancia al estrés salino,
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como la expresion del extremo N-terminal de los genes SLT1 de tabaco y Arabidopsis en
el mutante de levadura deficiente en calcineurina B, suprime el fenotipo de sensibilidad a
la sal (Matsumoto y col., 2001). Asimismo, en virtud de la conexidn existente entre varias
rutas de defensa contra diferentes estreses (sal, frio, sequia), la manipulacion de dichos
genes podria ocasionar una proteccion cruzada frente a diferentes tipos de estrés
(Serrano, 1996, Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1997, Serrano y col., 1999).

Todos estos resultados han hecho concebir esperanzas de que una mayor
profundizacion en la investigacion de las respuestas de las plantas a la salinidad y de
sus mecanismos de tolerancia, que lleve a la identificacion de marcadores bioquimicos
y/o génicos, facilitaria la seleccion, mejora y produccion de plantas mas tolerantes. No
cabe duda de que para llevar a cabo este desafio, se requiere el esfuerzo combinado de
fisiblogos, bioquimicos, biotecnélogos y mejoradores, cuya cooperacion abra las
posibilidades de un aumento de la productividad (y calidad) en areas de cultivo afectadas

por este importante factor ambiental.

B.2. Importancia del cultivo in vitro en el estudio de las mecanismos implicados en

la tolerancia a la sal.

Los hechos expuestos han inducido a la necesidad de utilizar, tanto
aproximaciones fisiolégicas como biotecnoldgicas para la seleccion de plantas tolerantes
al NaCl, asi como de técnicas de cultivo de tejidos y células. Las ventajas potenciales de
las técnicas de cultivo in vitro para el estudio de la tolerancia a la salinidad, incluyen: la
caracterizacion, a nivel celular, de marcadores fisiolégicos asociados con la tolerancia a
la sal; la capacidad de manipular, de manera precisa, las condiciones ambientales y del
medio de cultivo (Epstein y Rains, 1987), asi como la facilidad de manipulacion genética

y caracterizacion del transgen introducido en el cultivo (Marin-Manzano y col., 2001).

Los mecanismos de tolerancia a la sal han sido estudiados en lineas celulares de
numerosas especies tolerantes y sensibles al NaCl incluyendo alfalfa, tabaco, patata,
tomate, Vigna radiata, Cymbopogon, citricos y arroz (Ben-Hayyim y Kochba, 1983; Binzel
y col., 1987; Shirata y Takagishi, 1990; Kumar y Sharma, 1989; Sabbah y Tal, 1990;

7
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Chaudhary y col., 1997; Hawkins y Lips, 1997; Patnaik y Debata, 1997). Estos estudios
han evidenciado la importancia de los procesos de absorcién y transporte i6nico en la
tolerancia, habiéndose constatado que las lineas celulares de Citrus tolerantes al NaCl
sobreviven a elevados niveles de salinidad evitando parcialmente el NaCl (Ben-Hayyim y
Kochba, 1983), mientras que lineas celulares de tabaco, patata, tomate y Cymbopogon
martinii se adaptan al NaCl acumulando iénes Na® y CI" (Binzel y col., 1987; Sabbah y
Tal, 1990; Patnaik y Debata, 1997; Rodriguez-Rosales y col., 1999; Kerkeb y col.,
2001a). En general, los estudios a nivel celular indican que uno de los factores mas
importantes en la tolerancia es el equilibrio del contenido en Na* y K* (Zhong y Laiichli,
1994; Rubio y col., 1995; Shannon y Nobles, 1995; Datta y col., 1996; Rodriguez-
Rosales y col., 1999; Kerkeb y col., 2001a y b).

C. EFECTOS NEGATIVOS DE LA SALINIDAD SOBRE EL CRECIMIENTO Y
METABOLISMO DE LAS PLANTAS

El efecto negativo de la salinidad sobre el crecimiento de las plantas se debe a la
combinacion de tres factores (Greenway y Munns, 1980, Shannon y col., 1994): a) el
estrés osmotico causado por el potencial hidrico mas negativo del medio externo
(hiperosmatico), b) la toxicidad idnica especifica asociada normalmente a la excesiva
absorcion de iones Na* y CI, ¢) la perturbacion de la distribucion de nutrientes causada
por el exceso de Na* o CI', que conduce a una menor absorcién o a una alteracién del
contenido de iones esenciales como el K*, Ca®*, nitrato o fosfato (Glenn y col., 1999;
Hasegawa y col., 2000; Serrano y Rodriguez-Navarro, 2001; Zhu, 2001; Ward y col.,
2003; Halperin y col., 2003).

Este efecto negativo de la salinidad da lugar, en plantas mas o menos sensibles, a
un rango de respuestas como la reduccién del turgor, inhibicion de la division y
expansion celular, desorganizacién de las membranas, inhibicion de determinadas
actividades enzimaticas, interferencia del CI" con los sitios anidnicos implicados en el
ligamiento de ARN y de metabolitos anidnicos como bicarbonatos, carboxilatos y
azucares fosfatos, interferencia del Na® con los sitios catiénicos implicados en el

ligamiento de K, ca® y Mg2+ y otros metabolitos claves para la planta, produccién de

8



Antecedentes cientificos

radicales libres, disminucion de la fotosintesis e induccion de deficiencias ionicas
(Hasegawa y col., 2000). La consecuencia general de todos estos efectos es la reduccion
del crecimiento, que en caso de extrema severidad del estrés, puede llevar a la muerte de la
planta (Greenway y Munns, 1980; Shannon, 1984; Hasegawa y col., 1986; Cheeseman,
1988; Hurkman, 1992; Rengel, 1992; Munns, 1993; Shannon y col., 1994; Niu y col., 1995;
Serrano y Gaxiola, 1994; Inzé y Van Montagu, 1995; Serrano, 1996; Yeo, 1998; Serrano y
col., 1999; Hasegawa y col., 2000; Serrano y Rodriguez-Navarro, 2001). Por otra parte, la
disminucion del crecimiento en condiciones salinas parece tener connotaciones adaptativas,
puesto que parte de la energia utilizada normalmente en el crecimiento y desarrollo, se
desvia hacia procesos de mantenimiento de los mecanismos involucrados en la tolerancia al
estrés, tales como la regulacién de la concentracion intracelular de iones, sintesis de solutos
organicos compatibles y mantenimiento de la integridad de las membranas (Cheeseman,
1988; Shannon y col., 1994; Hasegawa y col., 2000).

En condiciones de altas concentraciones salinas externas, la concentracion ionica
citoplasmatica de las células de plantas superiores se altera como resultado tanto de la
absorcién de Na® y CI', como del incremento en la concentracion iénica intracelular debido a
la pérdida de agua. Concentraciones de NaCl superiores a 0.3-0.5 M inhiben la mayoria de
los enzimas, ya que perturban el balance entre las fuerzas hidrofébicas y electrostaticas que
mantienen la estructura de las proteinas solubles y de membranas (Serrano, 1996;
Hasegawa y col., 2000; Serrano y Rodriguez-Navarro, 2001; Zhu, 2001). Algunos de
estos enzimas pueden ser especialmente sensibles a concentraciones bajas de Na* y CI,
de forma que la inhibicion de su actividad puede ser determinante de la sensibilidad al
estrés salino. En algunas plantas como Citrus sinensis (Bafiuls y Primo-Millo, 1992) y soja
(Abel, 1969), el NaCl y KCI son igualmente toxicos, mientras que el NaNO3 es menos toxico,
lo que indica que el componente toxico de las sales es fundamentalmente el CI. Por el
contrario, en tomate (Rush y Epstein, 1981) y trigo (Gorham y col., 1990), el NaCl es mas
toxico que el KCI, indicando que, en este caso, el componente téxico de la sal es el Na*. En
suspensiones celulares de tabaco, concentraciones osmoéticamente equivalentes de
sorbitol, manitol, NaCl y KCI provocan una inhibicion del crecimiento celular, siendo mucho
mas acentuado con el NaCl y KCI (LaRosa y col., 1985) lo que indica que, al menos en

parte, los efectos negativos causados por estas sales son debidos al componente i6nico.
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Otro de los efectos primarios del estrés salino sobre el crecimiento se habia atribuido
a un dafo en las membranas celulares ejercido por el componente iénico del estrés, como
resultado de una alteracién de la estructura y funcionalidad de las mismas, a través de
cambios inducidos en sus componentes lipidicos y/o proteicos (Brown y Dupont, 1989,
Belver y Travis, 1990, Hurkman, 1992, Rodriguez Rosales y col., 1999). Este dafo en las
membranas explicaria la alteracién en procesos tales como fotosintesis, respiracion y
absorcién y transporte de nutrientes minerales (Lauchli y Epstein 1990, Hasegawa y col.,
2000). Por otra parte, se ha postulado que la rapida accién toxica del estrés salino sobre
las membranas podria provenir del desplazamiento por el Na® de los iones ca*
asociados a la membrana plasmatica y sistemas endomembranarios (Lynch y Lauchli,
1988), cuya consecuencia seria una alteracién de la homeostasis del Ca®" intracelular
(Lauchli, 1990, Rengel, 1992). Resultados posteriores han indicado que el estrés salino
es percibido por la planta a través de un aumento transitorio de la concentracion de ca”
citosdlico (Sanders y col., 1999; Knight, 2000), para facilitar su adaptacién al estrés
(Knight y Knight, 2001). También en levadura, se ha comprobado que el estrés
hiperosmotico, generado por sal o solutos osmaéticos no ionicos, induce un incremento
transitorio de la concentracion de Ca** a través del influjo de Ca®* desde el exterior,
mediando la adaptacion al estrés idnico e induciendo la via de transduccién de sefales

mediada por calcineurina (Matsumoto y col., 2002). (Ver apartado E).

D. PRINCIPALES MECANISMOS DE TOLERANCIA AL NaCl

El estrés salino afecta a diversos aspectos de la fisiologia y metabolismo de las
plantas, provocando cambios que pueden ser, claramente, adaptativos y otros muchos que
pueden ser, simplemente, consecuencias patolégicas del dafio provocado por el estrés,
existiendo una sefializacion que activa dicha respuesta (Hasegawa y col., 2000; Zhu, 2001 y
2002). Una respuesta adaptativa engloba tres aspectos bien diferenciados: a) reajuste de la
homeostasis idnica y osmotica, b) control del dafio y reparacion, ¢) control del crecimiento
(Zhu, 2001). Como muestra la Figura 1 (Zhu, 2002), las causas del despliegue de las vias
de sefializacion inducidas por el estrés salino son cambios iénicos, como el exceso de Na®,
y osméticos, como pérdida de turgor en respuesta a la deshidratacion. Por otro lado, las

sefiales de detoxificacion derivan directamente del dafio provocado por el estrés, debido a
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la produccién de especies activas de oxigeno vy a la desnaturalizacion de proteinas. Las
sefales provocadas por el estrés idnico y osmatico y la detoxificacion, podrian regular
directamente el crecimiento (Xiong y Zhu, 2001), a través de la inhibicion de la expansion y
division celular, actuando sobre ciclinas dependientes de kinasas y otros componentes del

ciclo celular u hormonas que regulan el crecimiento (Zhu, 2001).

A nivel celular, los mecanismos de tolerancia a la salinidad descansan sobre tres
aspectos interrelacionados, ya referidos, en alguna medida, anteriormente (Shannon y col.
1994, Serrano 1996; Hasegawa y col., 2000; Zhu, 2002):

1) El mantenimiento del equilibrio osmotico en relacién con el medio externo
mediante la sintesis de solutos organicos compatibles (prolina, sacarosa, azlcares, etc.) y la

acumulacion de iones en la vacuola.

2) El control de la absorcién de iones y su compartimentacion intracelular para
mantener la homeostasis idnica, de manera que las concentraciones de iones en el
citoplasma se mantengan dentro de un rango de 100 a 200 mM de K*, 1 a 30 mM Na*y CI
y 100 a 200 nM Ca®*, requiriéndose una alta selectividad para el K* sobre el Na*, del Mg**

sobre el Ca?, y del fosfato sobre el cloro o el nitrato.

3) Un apropiado y coordinado sistema de transduccién de la sefal de estrés, en la
que una serie de moléculas (segundos mensajeros), deben regular a proteinas implicadas
en el transporte i6nico y el mantenimiento del turgor o la expresion de los genes que las
cadifican (Xiong y Zhu, 2002; Zhu, 2002).
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Para mantener la turgencia celular y prevenir la toxicidad i6nica en condiciones de
salinidad, las plantas pueden adoptar dos tipos de respuestas adaptativas (Greenway y
Munns, 1980; Jeschke, 1984; Cheeseman, 1988). Por un lado, las especies haldfitas
generan turgencia celular incrementando las concentraciones internas de Na™ y CI (Niu y
col., 1995; Nelson y col., 1998; Hasegawa y col., 2000), mientras que las plantas glictfitas
han desarrollado una estrategia de defensa frente al estrés salino que se basa,
fundamentalmente, en la potenciacién de los mecanismos de exclusion de idnes. Sin
embargo, estudios recientes demuestran que muchas plantas haléfitas y glicofitas toleran la
salinidad por estrategias similares. Puesto que el citosol y la mayoria de los organulos de
las células de plantas haldfitas y glicofitas son igualmente sensibles al Na* y al CI, el ajuste
osmotico es llevado a cabo en estos compartimentos por la acumulaciéon de osmolitos y
osmoprotectores (Yokoi y col., 2002). Al mismo tiempo, Na* y el CI" son eficientes osmolitos
para el ajuste osmético y son compartimentados en la vacuola para minimizar su
citotoxicidad. (Blumwald y col., 2000; Hasegawa y col., 2000; Zhu, 2002).

Teniendo en cuenta que el estudio de los mecanismos de tolerancia de las plantas al
estrés salino a nivel de tejido, no ha constituido un objetivo de este trabajo de tesis doctoral,
no se ha incluido en este apartado un analisis exhaustivo de antecedentes referidos a este

nivel.

D.1. Sintesis de solutos organicos compatibles

El estrés hidrico causado por el componente osmético de la salinidad, y que es
comun a otros estreses como la sequia, conlleva la pérdida del turgor necesario para la
expansion celular y a procesos destructivos irreparables en las proteinas y membranas
celulares (Serrano y Gaxiola, 1994; Hasegawa y col., 2000). Las plantas glictfitas y haldfitas
generalmente responden a la pérdida del turgor restableciendo el equilibrio osmotico
mediante la sintesis de osmolitos compatibles con la actividad de los enzimas e
incrementando su estabilidad. Entre ellos encontramos los polioles (glicerol, sorbitol,
manitol, pinitol), azlcares no reductores (fructano, trehalosa y sacarosa), acidos organicos
(acido malico), algunos aminoacidos y derivados (prolina y glicina-betaina) y compuestos

sulfonados (sulfato de colina) (McCue y Hanson, 1990; Pilon-Smith y col., 1995; Bohnert y
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col., 1995; Bohnert y Jensen, 1996; Hare y col., 1998; Nuccio y col., 1999; Hasegawa y col.,
2000; Xiong y Zhu, 2002).

D.2. Mantenimiento de la homeostasis idnica: sistemas de transporte a través de

las membranas celulares

La homeostasis ionica a nivel intracelular depende en ultimo término de los sistemas
de transporte ubicados en las membranas celulares, especificamente, la membrana
plasmatica y la membrana vacuolar (Figura 2). En general, las moléculas de agua, iones y
solutos pasan a través de las membranas por dos tipos de mecanismos: a) difusiéon simple,
en la que el agua, iones y solutos de pequefio tamario atraviesan las membranas a favor de
su gradiente de energia potencial, a una velocidad dependiente de su coeficiente de
permeabilidad a la bicapa lipidica; b) transporte facilitado, por medio de sistemas de
transporte especificos, identificados como proteinas de membrana (Bush, 1993). El
transporte facilitado puede ser pasivo cuando los solutos se mueven a través de
transportadores (uniportadores) o canales, a favor de su gradiente de energia potencial, o
bien activo, cuando la translocacion de los solutos a través de la membrana se lleva a cabo
en contra de un gradiente de concentracion o de potencial eléctrico, requiriendo aporte de

energia externa suministrada por el metabolismo celular.

El transporte activo, a su vez, puede ser primario, cuando la translocacién esta ligada
a una reaccidon quimica exergonica que suministra la energia necesaria para el proceso
(hidrolisis de ATP, PPi). Dentro de esta categoria se encuentran las bombas idnicas
(ATPasas de H*, Ca**, Zn*, Cu*", transportadores ABC). En el transporte activo secundario,
la translocacioén de un soluto en contra de su gradiente electroquimico esta acoplada al flujo
de otro soluto que se mueve a favor de su gradiente de potencial electroquimico. A esta
categoria pertenecen los sistemas simportes (flujo de ambos solutos en la misma direccién)

y antiportadores (en direccion opuesta).
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Figura 2. Esquema general de los distintos sistemas de transporte primario y secundario
localizados en la membrana plasmatica y tonoplasto de una célula vegetal simplificada.

Tomado de Poole (1998).
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Como se indica en la Figura 2, dentro de los procesos de transporte activo primario a
través de las membranas celulares de plantas superiores, se encuentran aquellos
constituidos por transportadores electrogénicos de H® situados, principalmente, en el
plasmalema y tonoplasto (Morsomme y Boutry, 2000; Drozdowicz y Rea, 2001; Maeshima,
2001). La actuaciéon de estas bombas primarias de H* crea una diferencia de potencial
eléctrico a través de estas membranas, asi como una diferencia de pH, proximo a la
neutralidad en el citoplasma, y acido en la vacuola y en el exterior de la célula. El gradiente
electroquimico generado por el bombeo de H*, constituye la fuerza motriz para el transporte
de diferentes solutos (cationes, aniones, azucares y ofras sustancias), mediante
transportadores secundarios ubicados en estas estructuras (Sze y col., 1999; Morsomme y
Boutry, 2000; Portillo, 2000; Palmgren, 2001), tal y como predice la teoria quimiosmética de
Mitchell (Mitchell, 1976).

D.2.1. Efecto del estrés salino sobre los transportadores primarios de H*

La membrana plasmatica como primer punto de entrada de la célula debe ser
altamente selectiva para el K, bien por influjo selectivo de K y/o extrusion activa de Na,
lo que otorga una relevancia especial a la H-ATPasa de la membrana plasmaética en la

tolerancia a la salinidad, como fuente de energia para este transporte ionico.

A pesar de los progresos en el andlisis de los mecanismos de activacién de esta
enzima a nivel molecular, no se ha establecido aun una relacién clara entre el estrés por
NaCl y la expresion y/o regulacién de esta bomba de H* (Mansour y col., 2003). Asi, se han
obtenido resultados dispares dependientes del tejido, estadio vegetativo, intensidad vy
duracion del tratamiento, métodos de obtencion y determinacion enzimatica (Rausch y col.,
1996). En general, las plantas haléfitas exhiben mayores niveles de transcrito y/o actividad
H'-ATPasa que las glicéfitas (Niu y col., 1995; Rausch y col., 1996), y también en tomate
(Lycopersicon esculentum. Mill. cv. Large Cherry red) se ha descrito un aumento de ARNm
de H'-ATPasa en raices y hojas tras ser expuestas al NaCl (Binzel, 1995). En este sentido,
la confirmacién del importante papel que puede jugar esta H-ATPasa de plantas en la
tolerancia a la sal ha venido del estudio de un mutante knock-out para la isoforma AHA4 de

Arabidopsis thaliana, obtenido por insercion de ADN-T (Vitart y col., 2001). Dicho mutante,
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homocigético para aha4-1, mostré un fenotipo altamente sensible al NaCl, acumulando en
sus hojas mas cantidad de Na* que de K, lo que sugiere que AHA4 se requiere para la
respuesta de las plantas al estrés salino, mediante el control del eflujo de Na* a través de

las membranas (Palmgren y Harper, 1999; Vitart y col., 2001).

Por otra parte, un cambio conformacional que implique fosforilacion y unién de
proteinas 14-3-3, induciendo un estado activado con una mayor razén de acoplamiento
H* transportado/ATP hidrolizado (Baunsgaard y col. 1996, Morsomme y col. 1996,
Palmgren 2001), podria explicar el incremento de la razén de acoplamiento de H'/ATP
en plasmalema de raiz de girasol (Ballesteros y col., 1998), la activaciéon de la H*-
ATPasa de plasmalema de Spartina patens (Wu y Seliskar, 1998) y de células de tabaco
(Reuveni y col., 1993), bajo condiciones salinas. En este sentido, en callos de tomate
estresados con 100 mM de NaCl, se incremento la extrusion y transporte in vitro de H',
pero no la hidrdlisis de ATP, al tiempo que se encontré mayor cantidad de proteina 14-3-
3 pero no de H'-ATPasa, lo que indicaba que el estrés salino podia activar el
acoplamiento entre la hidrélisis de ATP vy el transporte de H* in vitro a través de la
fosforilacion de la ATPasa, resultando en la formacion de complejos 14-3-3/H*-ATPasa

en la membrana plasmatica (Kerkeb y col., 2002).

En cuanto al tonoplasto, esta membrana contiene dos bombas electrogénicas de
H', la H-ATPasa (V-ATPasa) y la pirofosfatasa (H*-PPasa) vacuolar, siendo la V-
ATPasa, tanto en actividad como en cantidad, la bomba mayoritaria (Dietz y col., 2001).
El hecho de que el control de las concentraciones intracelulares de iones y su
acumulacion en vacuola para el ajuste osmaético sea clave en la tolerancia a la salinidad,
sugiere un importante papel para estos enzimas en la tolerancia a este factor ambiental
(Niu y col., 1995; Serrano, 1996; Mansour y col., 2003). Asi, se ha demostrado que
plantas de comportamiento haléfito acumulan grandes cantidades de NaCl en las
vacuolas, mediada por la actividad antiporte Na'/H" y energizada por el funcionamiento
de las dos bombas primarias de H" del tonoplasto: la V-ATPasa y la V-PPasa (Rausch y
col., 1996; Barkla y Pantoja, 1996; Binzel y Ratajczak, 2002).
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Parece ser un fenédmeno general el incremento de la actividad de la V-ATPasa por
los tratamientos salinos. Asi, se ha observado que en células de tabaco adaptadas al
NaCl, tanto la actividad transportadora de H' como la actividad fosfohidrolitica
incrementaba 3 y 4 veces, respectivamente, cuando dichas actividades se expresaban
por unidad antigénica de subunidad A (Reuveni y col., 1990), y 2 veces en raices de
cebada (Matsumoto y Chung, 1988). También en Messembryanthemum crystallinum,
Beta vulgaris y Daucus carota, los tratamientos salinos incrementaron los niveles de
ARNm que codifican a las subunidades A y C (Rausch y col., 1996) y en algunos tejidos
la subunidad E (Golldack y Dietz, 2001). Por otra parte, aunque el estrés salino no
produjo cambios en la expresion de la V-ATPasa en hojas de plantas jovenes de
Messembryanthemum crystallinum, que son sensibles a la sal, si incrementé los niveles
de transcrito en hojas de la planta madura (Golldack y Dietz, 2001). En cambio, en la
variedad sensible de trigo, el NaCl redujo la actividad V-ATPasa y la cantidad de proteina
(Wang y col., 2000).

Existen varios indicios de un incremento de la razén H® extruidos/ATP
hidrolizado por la V-ATPasa de tonoplasto en respuesta al estrés salino. En raices de
cebada (Dupont, 1992), en suspensiones celulares de zanahoria tratadas con 100 mM
NaCl (Léow y col.,, 1996), y en raices de girasol tratadas con 75 y 150 mM NacCl
(Ballesteros y col., 1996, 1997), la actividad transportadora de H" incrementé de 1 a 3
veces, sin cambio en la actividad fosfohidrolitica. Para explicar estos hechos, Dupont
(1992) y Ballesteros y col. (1996) postularon que el estrés salino podia incrementar la
razén de acoplamiento entre el transporte de H' y la hidrdlisis de ATP, que implicaria la
sintesis de isoformas de ATPasa especificas frente al estrés. Este mecanismo ha sido
descrito en levadura, donde la razén entre el transporte de H' y la hidrolisis de ATP de la
V-ATPasa depende de la presencia de las isoformas de la subunidad A, VPH1 o STV1
en el complejo de la V-ATPasa (Kawasaki-Nishi y col. 2001).

Vista la presencia de otra bomba de H* mayoritaria en el tonoplasto, la funcion de
la H-PPasa se entiende como una alternativa a la energizacién de esta membrana en caso
de ser insuficiente la acidificacion por la V-ATPasa, una situaciéon que podria tener especial
relevancia en condiciones de estrés (Sze y col., 1999). Asi, en respuesta al estrés salino se

ha detectado una inhibicion in vivo e in vitro de la actividad de esta enzima en raices de
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Vigna radiata (Nakamura y col., 1992), Messembryanthemum crystallinum (Bremberger y
Luttge, 1992), raices de cebada (Matsumoto y Chung, 1988) y en la variedad sensible de
trigo (Wang y col., 2000), mientras que dicha actividad se incrementé en células de
zanahoria (Colombo y Cerana, 1993) y raices de girasol, sin cambios en la cantidad de la
V-PPasa (Ballesteros y col., 1996), asi como en células adaptadas al NaCl de Acer
pseudoplatanus (Zingarelli y col., 1994). A nivel génico, el estrés salino parece
incrementar la transcripcion de la PPasa en protoplastos de tabaco, aunque este efecto
se atribuyé a un mayor contenido vacuolar, mas que a un efecto especifico del NaCl
(Hértensteiner y col., 1994). El hecho de que la sobreexpresion de la H*-PPasa vacuolar
(AVP1) de Arabidopsis thaliana confiera tolerancia a la salinidad a mutantes de levadura
enat (con supresion en el sistema de extrusion de Na®) sensibles a la sal, siempre que
expresen un canal funcional de CI" y antiporte Na’/H", parece indicar que esta bomba
primaria, junto con la V-ATPasa vacuolar, actian en concierto con dichos
transportadores secundarios para secuestrar iones en este compartimento (Gaxiola y
col., 1999). En este sentido, el mantenimiento del gradiente electroquimico de H" por la
PPasa y V-ATPasa, podria ser clave para el transporte activo de Na* hacia el interior de
la vacuola mediante el antiporte Na'/H*, reduciendo asi los niveles de Na’ en el
citoplasma celular (Blumwald y Poole, 1985; Ballesteros y col., 1996 y 1997; Binzel y
Ratajczak, 2002; Mansour y col., 2003).

D.2.2. Transportadores secundarios implicados en la entrada de Na' y CI" en la

célula

La existencia de altas concentraciones de NaCl en el medio extracelular en
combinacion con el potencial de membrana positivo exterior, determina el establecimiento
de un fuerte gradiente electroquimico de Na’ entre el interior y el exterior celular que
conlleva la entrada de este catién en la célula vegetal, alterando los procesos de absorcion
de otros iones como el K* (Hasegawa y col., 2000; Serrano y Rodriguez-Navarro, 2001;
Zhu, 2001; Ward y col., 2003). En la célula vegetal, las concentraciones citoplasmaticas de
K" son relativamente altas mientras que las concentraciones de Na® son relativamente
bajas, lo que indica que existen mecanismos selectivos de absorcidon de K y de exclusion

de Na" del citoplasma. La inexistencia de canales selectivos de Na*, la constatacion de una
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interaccion entre la absorcién de K' y Na® y la existencia de similitudes fisioquimicas entre
Na” y K*, han sugerido que el Na* puede entrar en la célula vegetal a través de los sistemas
de transporte de K'. Basicamente, las plantas utilizan para la absorcion de K* sistemas de
baja afinidad que funcionan como canales, y sistemas de alta afinidad (Km de 10-30 uM)
que parecen funcionar como simportes K*-H" (Schachtman y Schroeder, 1994; Chrispeels
y col., 1999; Hasegawa y col., 2000). Se han identificado un gran nimero de canales de
K" en varios tipos de células vegetales (Schachtman y Liu, 1999; Amtmann y Sanders,
1999; Blumwald y col., 2000; Hasegawa y col., 2000).

Existen canales de K* dependientes de voltaje, que transportan K™ hacia el interior
(IRF, Inward Rectifying Channels) o hacia el exterior (ORC, Outward Rectifying
Channels), o independientes de voltaje (VIC, Voltage Independent Channels). Los
canales de K* en direccién hacia el interior son altamente selectivos para el K*, pero
algunos parecen facilitar la entrada de Na’ al interior celular compitiendo con el K
(Schachtman, 2000). Los canales de K* en direccion hacia el exterior (ORF), menos
especificos, podrian ser una posible via de absorcién de Na* durante la despolarizacion
inducida por NaCl (Murata y col., 1994; Schachtman, 2000). Una regulacion efectiva de
la apertura de estos canales permitiria controlar la entrada de Na“ y la pérdida de K"
(Amtmann y col., 1997) y podria constituir un mecanismo de adaptacion a este tipo de
estrés (Yeo, 1998). Trabajos llevados a cabo en células de tabaco parecen corroborar
esta idea, ya que el eflujo de K" fue menor en células adaptadas a NaCl que en la linea

de células no adaptadas (Murata y col., 1994).

También se han descrito canales de cationes no selectivos (NSC) o VIC, muy
permeables a un rango de cationes monovalentes, que podrian jugar un importante
papel en la absorciéon de Na® (Amtmann y Sanders, 1999; Schachtman, 2000; Demidchik
y col., 2002). Estos canales se inhiben por bajas concentraciones de Ca”" externo
(Latchli y col., 1994; Davenport y Tester, 2000; Demidchik y col., 2002). Sin embargo, se
desconoce su mecanismo de regulacion y la identidad molecular de los mismos.
Recientemente, se ha identificado en trigo un gen que codifica un transportador de
cationes de baja afinidad (LCT1), cuya expresiéon en un mutante de levadura deficiente

en antiportadores de Na®, produce un fenotipo de hipersensibilidad al NaCl
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resconstituyéndose el crecimiento con la adicion de altas concentraciones de K*y Ca** al

medio salino (Shachtman y Liu, 1999; Amtmann y col., 2001).

Los transportadores de alta afinidad juegan un papel clave en la adquisicién de K*
y en la selectividad K'/Na". Entre ellos encontramos la familia KUP/HAK, cuya afinidad
depende de la concentracion de K™ en el medio (Rubio y col., 2000; Rigas y col., 2001).
Uno de los sistemas con mayor relevancia para la entrada de Na® en la célula es HKT1,
originalmente identificado en trigo como un simporte K'/H" y que parece catalizar tanto el
simporte K*-Na®, cuando el Na* esta a concentracién uM, como el simporte Na’-Na",
cuando el Na® esta a concentracion mM (Schachtman y Schroeder, 1994; Rubio y col.,
1995; Schachtman y Liu, 1999).

Se han encontrado homologos de HKT1 en cebada (Wang y col., 1998), arroz
(Golldak y col., 1997) y Arabidopsis (Schachtman y Schroeder 1994). Mientras AtHKT1
es unico en Arabidopsis, en arroz existen entre siete y nueve genes. En contraste con
HKT1 de trigo, AtHKT1 funciona como sistema de absorciéon de Na* especifico o de K*
de baja afinidad no acoplado al transporte Na® (Uozumi y col. 2000). La funcién de
AtHKT1 en Arabidopsis como efector del influjo de Na* ha sido confirmada por Rus y
col., (2001a), que han aislado mutantes con inserciones de T-ADN en AtHKT1 que
suprimian el fenotipo mutante sos3-1 de hipersensibilidad al NaCl (Liu y Zhu, 1997; Rus
y col., 2001a). La supresién de este fenotipo mutante de Arabidopsis sensible al NaCl se
correlacioné con una reducida acumulacion de Na®, una capacidad de mantener la
concentracion intracelular de K* y una recuperaciéon del crecimiento, inhibido por la
deficiencia en K'. Posteriormente se demostré que mutaciones en AtHKT1 que
parcialmente inactivan la enzima, provocan sensibilidad a estrés salino por una reducida
recirculacion de Na® por el floema que ocasiona acumulacion de este i6n en la parte
aerea (Berthomieu y col., 2003). También las isoformas OsHKT1 y OsHKT4 representan
transportadores de Na® de alta y baja afinidad, respectivamente, sensibles al Ba** y K
(Garciadeblas y col., 2003).
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D.2.3. Transportadores de Na*: exclusién y compartimentacion

Evidencias bioquimicas han llevado a postular la existencia de sistemas antiporte
Na'/H* en tonoplasto y plasmalema de diferentes especies, los cuales dependen, de
forma coordinada y asociada, del establecimiento de un gradiente electroquimico de H*
generado por las bombas primarias de H" (Blumwald y col. 2000). Recientemente se han
identificado los primeros genes de antiportadores Na'/H" de plantas (Gaxiola y col. 1998,
Shi y col. 2000). Respecto al mecanismo del eflujo de Na* a través del plasmalema, Shiy
col., (2000) han identificado en A. thaliana el gen SOS1 que codifica un antiportador
Na'/H" de la membrana plasmatica. La expresion de SOS1 esta regulada, positivamente,
por estrés sddico y su mutacidén produce plantas extremadamente sensibles a NaCl.
Ademas, la sobreexpresion de este gen en Arabidopsis produce plantas con mayor
grado de tolerancia a la sal (Shi y col., 2003a). La actividad de SOS1 depende de los
productos de SOS2 y SOS3, que codifican, respectivamente, una serina/treonina
proteina kinasa y una proteina con dominios de unién a Ca* de tipo “EF-hand”
(Hasegawa y col., 2000; Sanders, 2000; Zhu, 2000, 2001 y 2003; Liu y col., 2000; Shi y
col., 2000, 2002b y 2003b). Se ha sugerido que la via de traduccion de sefiales mediado
por SOS2 y SOS3 constituye el homdlogo funcional de la via de calcineurina en levadura
(Ver apartado E.5).

Otra forma de mantener la concentracion de Na* en el citoplasma a niveles no
toxicos es mediante su compartimentacion en la vacuola, lo que ademas permite su uso
como estabilizador osmético. El proyecto de secuenciacién del genoma de A. thaliana ha
permitido la identificacion del gen AtNHX1, similar al antiportador Na*/H* vacuolar en S.
cerevisiae NHX1. Se ha demostrado que AtNHX1 disminuye la sensibilidad a NaCl e
higromicina B del mutante de levadura nhx1 (Gaxiola y col.,, 1999), mediante un
mecanismo que implica compartimentacion de iénes (Apse y col., 1999; Quintero y col.,
2000). La sobreexpresion de AtNHX1 aumentd la tolerancia a NaCl en Arabidopsis y
tomate (Apse y col., 1999; Zhang y Blumwald, 2001). La expresion del gen AtNHX1 se
induce por altos niveles de NaCl, KCI o por la adiciéon de ABA, lo que sugiere una funcién
de AtNHX1 en el ajuste osmético celular y en la respuesta a la desecacion (Gaxiola y
col., 1999; Quintero y col., 2000; Shi y Zhu, 2002; Zhu, 2003). Estudios en plantas

transgénicas de Arabidopsis con el promotor del gen AtNHX1 y el gen gus demostraron
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que este antiporte se expresa en todos los tejidos menos en los apices de las raices,
siendo muy fuerte en células guarda. Esto sugiere el papel de AtINHX1 en la regulacion
del pH citoplasmatico y de la homeostasis del K* (Shi y Zhu, 2002). Estudios recientes,
ponen de manifiesto que AtNHX1 transporta K* con igual afinidad que Na®, y en menor
medida Li* (Zhang y Blumwald 2001, Venema y col. 2002). Estos resultados sugieren la
implicacion de esta proteina en el control del pH y/o en la osmoregulacion endosomal
bajo condiciones de crecimiento fisioldgicas y en la detoxificacion de Na® bajo estrés
salino (Venema y col., 2002). La familia de los AtNHX se compone de 6 miembros
AtNHX1-6 (Yokoi y col 2002b) Los niveles de transcrito de AtNHX1 y 2 incrementan de
forma similar con estrés salino y osmético o ABA, pero AtNHX5 solo se incrementa en

respuesta al NaCl.

En tomate (Lycopersicon esculemtum) se han identificado las isoformas LeNHX1 y
LeNHX2 (Venema y col., 2003). La isoforma LeNHX2 queda proxima a AtNHX5 y
complementa al fenotipo sensible a sal e higromicina del mutante de levadura carente de
ScNHX1, afectandose fuertemente la concentracién de K' en compartimentos
intracelulares en condiciones de estrés salino. Estudios de la actividad de LeNHX2 in
vitro han revelado que se trata de un antiportador K'/H" y no Na'/H’. Estos datos ponen
de manifiesto la importancia de una adecuada regulacion de la homeostasis de K y/o H*
a través de este tipo de antiportadores en compartimentos intracelulares en condiciones
de estrés salino. En plantas de tomate tratadas con 130 mM de NaCl se observé un
rapido incremento de los niveles de este antiportador en hojas, aunque en tallos y raices
Su expresion resultd ser constitutiva, (Venema y col., 2003). La localizacion de AINHX1 y
de AtNHX2 en el tonoplasto ha sido demostrada por Yokoi y col. (2002), mientras que
AtNHX5 y LeNHX2 parecen localizarse en la membrana del Aparato de Golgi (Venema y

col. 2003, Cubero B, comunicacién personal).

Las proteinas NHE, los homodlogos estructurales en animales de las proteinas
NHX de plantas, estan sujetas a una estricta regulacion por factores fisiologicos y
hormonales a través de la interaccién del extremo c-terminal citosdlico con proteinas
reguladoras (Orlowski y Grinstein, 1997; Counillon y Pouysségur, 2000). A este respecto,
se ha observado que la proteina kinasa SOS2, intermediario en la via de traduccion

SOS, también activa a la proteina AtINHX1 (Qiu y col., 2003). Sin embargo, se ha
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sugerido que el extremo c-terminal de la proteina AtNHX1 esté localizado en el lumen de
la vacuola, indicando que, en plantas, la regulacion por SOS2 es a través de otros
dominios. El extremo c-terminal estaria implicado en la determinacion de la especificidad
Na'/K" del antiportador (Yamaguchi y col., 2003)

En lo que respecta a la absorcion de CI, la diferencia de potencial que se
establece a través de la membrana plasmatica constituye una barrera termodinamica
para el influjo de este anidn, incluso a concentraciones relativamente altas, si bien, una
absorcién activa puede ser mediada por un simportador CI'-H* (Niu y col., 1995). EI CI,
una vez absorbido a través del plasmalema, seria transportado desde el citoplasma a la
vacuola a través de canales selectivos de aniones (Plant y col., 1994) o transportadores
(Rea y Sanders, 1987) ubicados en el tonoplasto, siendo la compartimentacion vacuolar

de CI" una adaptacion esencial en la tolerancia al NaCl (Niu y col., 1995).

E. PAPEL DE LA CALCINEURINA EN LA SENALIZACION DE LA HOMEOSTASIS
IONICA EN RESPUESTA A ESTRES SALINO

Como ya se ha indicado, el principal objetivo de esta tesis ha sido el estudio del
efecto de la sobreexpresion de calcineurina de levadura sobre la homeostasis iénica en
callos de tomate. Aunque en levadura la calcineurina es un intermediario central en la via
de transduccion de la sefial de estrés salino al regular la homeostasis de Na*, K*, ca® y
H’, no se ha identificado en plantas un homoélogo estructural de esta proteina. Sin
embargo, existen muchas similitudes en la respuesta al estrés salino entre levadura y
plantas superiores, que apoyan la existencia de vias de transduccion de la sefial de

estrés salino funcionalmente homadlogas entre ambos organismos.

E.1. Sistemas de transduccion de sefales implicados en la regulacion de la

homeostasis idnica y adaptacion al estrés salino en plantas y levaduras

La adaptacion al estrés salino implica la modificacion de las actividades del
conjunto de transportadores anteriormente descrito, capaz de ajustar la homeostasis
ibnica a las nuevas condiciones. La sefializacién de la respuesta al estrés salino en
plantas incluye una serie de vias dependientes e independientes del acido abscisico,
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varios factores de transcripcion (tipo MyC, bZIP y AP2, MyB, HD-Zip) y elementos de
promotores como ABRE (Abscisic Acid Responsive Element), y DRE, (Drought
Responsive element) (Serrano y Rodriguez-Navarro 2001; Xiong y Zhu 2001). Aunque
han sido identificados, a nivel molecular, un gran nimero de transportadores del eflujo o
influjo de iones, se desconocen muchas de las vias de traduccién de sefal implicadas en
la regulacion de sus actividades que determinan la homeostasis i6nica (Serrano y
Rodriguez Navarro 2001; Xiong y Zhu 2001). En células eucariotas, las sefales que
inician la respuesta adaptativa al estrés incluyen cambios de turgor, detectados por
proteinas de membrana, y cambios en la concentracion intracelular de cationes, como
K*, Na* o Ca®*, o pH, detectado por proteinas del citosol (Serrano y col., 1996). Los
componentes implicados en la traduccion de las sefales de estrés incluyen, en primer
lugar, los receptores de la senal, como canales activados por estrés mecanico, sistemas
de traduccion de senal de dos componentes sensor-respuesta, como las Histidina-
kinasas, sensibles al estrés osmético, o kinasas con similitud a receptores (Receptor-Like
kinases, RLK’s) y receptores asociadas a proteinas G (GPCR) (Haro y col. 1993;
Wurgler—Murphy y Saito, 1997; Marquez y Serrano 1996; Xiong y Zhu 2001). En plantas,
han sido identificadas y parcialmente caracterizadas proteinas con homologia a este tipo
de receptores de bacterias, hongos y animales, aunque su papel en la percepcion del
estrés ambiental, aplicando estudios genéticos, no ha sido establecido con exactitud
(Serrano y Rodriguez-Navarro 2001, Xiong y Zhu 2001). En segundo lugar, la
transmision de la senal implica cascadas de MAP kinasas activadas por estrés osmético,
kinasas generales como la proteina kinasa A o kinasas activadas por Ca** o calmodulina
y la proteina fosfatasa dependiente de Ca®*/Calmodulina, calcineurina (Marquez y
Serrano 1996; Mendoza y col. 1994; Nakamura y col 1993; Hasegawa y col 2000). Estas
kinasas y fosfatasas afectan, a su vez, al estado de fosforilacion de factores de
transcripcion que regulan la cantidad de los transportadores iénicos implicados en la
homeostasis idnica y osmotica (Kwon y Handler, 1995; Proft y Serrano, 1999; Matheos y
col, 1997; Mendizabal y col., 1998). Por otro lado, como se ha descrito anteriormente, la
actividad de los transportadores iénicos puede estar regulada directamente por
mecanismos de fosforilacién y desfosforilacion, mientras que otros mecanismos de
modificacién postraduccional como glicosilacion, miristoilacion, lipidacion o metilacion
también pueden afectar a la traduccion de la sefial o a la actividad de los transportadores

(Xiong y Zhu 2001). Ademas, existen mecanismos de regulacion que implican proteinas
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adaptadoras (scaffolds), iniciando la formacion de complejos entre los componentes de
vias de traduccion de sefial, regulando, de esta forma, la especificidad de las respuestas
(Xiong y Zhu 2001).

En levadura, al menos dos vias de traduccion de sefal estan implicadas en la
adaptacién al estrés idnico y osmotico. La via HOG (High Osmolarity Glycerol) es el
principal responsable de la adaptacion osmotica. Esta via HOG, con el intermediario
central Hog1p, una MAP Kinasa (Mitogen Activated Protein Kinase), se inicia por la
percepcion de un estrés osmético por las proteinas Sin1p o Sho1lp, y tiene como
resultado la activacion de la transcripcion de GDP1, implicado en la sintesis de glicerol
(Wurgler—-Murphy y Saito, 1997) y de otras proteinas como la bomba de Na®, ENA1
(Marquez y Serrano, 1996.). Por otra parte, la via de Calcineurina, activada al menos en
algunos casos por un aumento de la concentracion de ca” citoplasmatico a través del
influjo desde el exterior por un canal inducible por estrés osmético Cch1p-Mid1p
(Matsumoto y col. 2002), es el principal regulador de la homeostasis iénica (Serrano y
col. 1999).

En plantas, existen evidencias de la existencia de una via de transduccion de
sefales regulada por histidina kinasas y MAP kinasas con similitud a la via HOG de
levadura. La histidina kinasa AtHK1 de Arabidopsis complementa funcionalmente a
Sin1p de levadura (Urao y col., 1999), y una MAP Kinasas de guisante, PsMAPK, que
complementa parcialmente a Hog1p. Ademas, las MAP Kinasas de alfalfa (SIMK),
(Munnik y col., 1999), tabaco (SIPK), (Mikolajczyk y col., 2000) y Arabidopsis (AtMPK4 y
ATMPK®) (Ichimura y col. 2000) se activan por estrés salino.

Por otra parte, se ha demostrado en plantas que, al igual que en levadura, el
estrés salino induce un aumento transitorio de la concentracion de Ca® citosolico
(Sanders y col., 1999; Knight, 2000), para facilitar su adaptacion al estrés (Knight y
Knight, 2001). La modulacion de la homeostasis del Ca®* intracelular, probablemente
esté mediado por la generacion de segundos mensajeros como inositol trifosfato, ABA y
especies de oxigeno reactivas (Pical y col., 1999; DeWald y col., 2001). Un mecanismo
de liberacion de Ca* de la vacuola parece ser mediada por la produccion del segundo

mensajero inositol trifosfato (Knight y col 1997; Drobak y col., 2000). En cultivos celulares
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de Arabidopsis se observd un rapido incremento de la fosfolipasa C, enzima que
hidroliza fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (PiP,) (DeWald y col., 2001), y a partir de este
fosfolipido se incrementan los segundos mensajeros, diacilglicerol (DAG) y inositol
trifosfato (IP3), que activan a proteina kinasa C, disparando la liberacion de ca® (Xiong y
col., 2002). Otros mecanismos que favorecen la liberacion de Ca®* consisten en la
activacion de canales de Ca** de la membrana plasmatica (Blatt, 2000), mientras que las
ATPasas de Ca®* y los antiportadores Ca**/H", CAX, garantizan la restauracion de la
homeostasis de este cation (Hirschi, 1999). En plantas, la sefal de Ca* es percibida por
CDPKs, proteinas kinasas dependientes de Ca”*, con dominios de unién a Ca® y
dominio kinasa, unica en plantas (Harmon y col., 2001; Luan y col., 2002; White y
Broadley, 2003), o por subunidades sensoras de Ca®", como calmodulina o las proteinas
CBL, proteinas con cierta homologia a la calcineurina B (calcineurin B-like). Estas
proteinas CBL parecen interaccionar con proteina kinasas (CIPK) y no con una fosfatasa
homologa de calcineurina (Liu y col 2000, Halfter y col 2000, Kudla y col 1999, Shi y col
1999). Sin embargo, se ha demostrado que la expresién de calcineurina de levadura en
plantas mejora la resistencia a sal (Pardo y col 1998), lo que indica que la regulacion por

fosfatasas en plantas también es funcional (ver apartado E4).

E.2. Estructura de la calcineurina

Calcineurina es una proteina fosfatasa dependiente de ca* y calmodulina,
requerida para la transduccion de las senales de estrés dependientes de ca* en
muchos tipos de células. Es una proteina bastante conservada y ampliamente distribuida
entre los eucariotas, aunque su existencia en vegetales no ha sido demostrada. Se trata
de una proteina heterodimérica constituida por una subunidad catalitica, calcineurina A
(CNA), que contiene un centro activo dinuclear metalico, y una subunidad reguladora,
calcineurina B (CNB) miristoilada y fuertemente asociada a la subunidad catalitica
(Figura 5).
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CALCINEURINA: fosfatasa de tipo 2B

Complejo
Ca?*/Calmodulina

CNB1:
16 kDa

CNA: 64 KDa

Dominio catalitico
(Fe/Zn)

COOH

H:N

Dominio
autoinhibitorio

Figura 5. Representacion del complejo de calcineurina. CNA, subunidad catalitica; CNB,
subunidad reguladora; circulos rojos, atomos de Ca®, H,N y COOH, extremos amino y

carboxiloterminales de la secuencia de aminoacidos.
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Calcineurina se purificd por primera vez de tejido cerebral bovino y se describid
como una proteina que une calmodulina y cuatro dtomos de Ca* con fuerte afinidad. La
etimologia de su nombre refleja la propiedad de unir atomos de ca® y su abundancia en
el tejido nervioso (Klee y col., 1979). Philip Cohen en estudios posteriores, investigando
la capacidad de desfosforilacion de extractos celulares de musculo esquelético de conejo
a subunidades a y B de kinasas, demostré que una de sus fracciones, identificada como
una proteina fosfatasa de tipo 2B, era idéntica que la calcineurina identificada por Klee
(Stewart y col., 1982 y 1983).

En lo que respecta a la actuacion de calcineurina en mamiferos, se la ha
relacionado con numerosas funciones recogidas por Klee y col., (1998). Entre todas ellas
cabe destacar el papel esencial en la transduccion de sefales que induce la activacion
de los linfocitos T, siendo el blanco de agentes inmunosupresores como ciclosporina A 'y
FK506, que se utilizan frente al rechazo de 6rganos trasplantados (Liu, 1993; Cardenas y
Heitman, 1995; Rao y col., 1997), en la respuesta a la morfogénesis cardiaca y en la
induccion de la hipertrofia cardiaca (De La Pompa y col., 1998; Molkentin y col., 1998;
Lim y Molkentin, 1999; Shimoyama y col., 1999; Sussman y col., 1998 y 1999; Lim y
Molkentin, 2000; Tsao y col., 2000).

Genes que codifican para las subunidades A y B de calcineurina se han
identificado en levaduras, hongos, protozoos, insectos y mamiferos (Rusnak y Mertz,
2000). La secuencia primaria de ambas subunidades y la estructura cuaternaria
heterodimérica estan altamente conservadas desde levaduras a mamiferos (Saitoh y
col., 1991; Rusnak y Mertz, 2000).

Los miembros que pertenecen a la familia de las serina/treonina proteinas
fosfatasas incluyen, ademas de calcineurina, una proteina fosfatasa de tipo 1 (PP1), una
proteina fosfatasa de tipo 2A (PP2A) y una proteina fosfatasa de tipo 2C (PP2C), todas
ellas esenciales en diferentes vias de transduccion de sefiales en células eucariotas
(Ingebbritsen y Cohen, 1983), distinguiéndose entre si por su sensibilidad a inhibidores.
Calcineurina es especificamente inhibida por inmunosupresores como la ciclosporina A y
FK506 en presencia de ciclofilinas y de la proteina de unién a FK506 (Liu y col, 1991;

Schreiber y Crabtree, 1992). Asimismo estas fosfatasas de distinguen por el
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requerimiento de cationes divalentes para su actividad in vivo, y por el sustrato que
desfosforilan. Mientras que las fosfatasas tipo 1 desfosforilan la subunidad  de las
proteinas kinasas, las de tipo 2 desfosforilan la subunidad a (Cohen, 1989). Se sugiere
que calcineurina, al tratarse de la Unica proteina fosfatasa conocida regulada
especificamente por ca” y calmodulina, podria tener un papel importante en la
mediacion de los cambios en el estado de fosforilacion de proteinas en respuesta a

cambios en la concentracion del Ca®* intracelular.

E.2.1. Subunidad catalitica de calcineurina. Calcineurina A

La actividad catalitica de calcineurina reside en la subunidad CNA, que en
mamiferos puede tener desde 57 a 59 kDa dependiendo de la isoforma. El tamafio de
esta subunidad se incrementa hasta un 20% en especies eucariotas inferiores, como en
Saccharomyces cerevisiae, que tiene entre 63 y 69 kDa (Cyert y col., 1991; Liu y col.,
1991; Ye y Bretscher, 1992) y 64 kDa en Schizosaccharomyces pombe (Yoshida y col.,
1994; Plochocka-Zulinska y col., 1995). Sin embargo, existe una estricta conservacion en
los genes de la subunidad catalitica de calcineurina A en todos los organismos

eucaridticos (Figura 6S).

Mediante proteolisis limitada de la subunidad catalitica con clostripaina, una
proteasa especifica para arginina, Hubbard y Klee, (1989) identificaron cuatro dominios
en la subunidad catalitica CNA de calcineurina bovina: un dominio catalitico en la zona
aminoterminal, muy similar a proteina fosfatasa de tipo 2A, un dominio de union a la
subunidad reguladora CNB, un dominio de unién a calmodulina y un dominio
autoinhibidor en el extremo carboxilo (Figura 6D). Este ultimo dominio funciona como un
inhibidor competitivo que se une al sitio activo de la enzima. Aparentemente, la unién de
Ca®/CaM a CNA induce un cambio conformacional, desplazando al dominio
autoinhibidor, y dejando expuesto el centro activo, induciendo la activacién de
calcineurina. Asi, la eliminacion de los dominios de autoinhibiciéon y de unién a CaM
produce una calcineurina constitutivamente activa, en ausencia de Ca*/CaM. La
estructura por rayos X de calcineurina confirma la identificacion de los residuos

implicados en su regulacion y que el dominio autiinhibitorio forma una a-helice que se
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une al centro activo de la enzima (Figura 7). En este sentido, Perrino (1999) ha

demostrado

la existencia de elementos adicionales de inhibicion situados entre el

dominio de unién a CaM y el dominio de autoinhibicion.
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Figura 6. Estructura de los dominios (D) y secuencia primaria (S) de la calcineurina A. La

secuencia de aminoacidos representa la isoforma a de calcineurina A de rata. CNB,

calcineurina B; CaM, calmodulina; Al, dominio autoinhibitorio. Saitoh y col., (1991).
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Figura 7. Diagrama Ribbon mostrando la estructura tridimensional de la calcineurina,

mediante la utilizacion de rayos-X (Griffith y col., 1995). Se muestra la estructura de CNA
coloreada en gris, CNB en amairillo, los cuatro atomos de Ca” de la CNB en azul, el
grupo miristoilado en rojo y las moléculas de fosfato unidas al centro activo de la CNA,

representadas por las esferas naranjas.
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E.2.2. Subunidad reguladora de calcineurina: Calcineurina B

La subunidad B de la calcineurina (CNB) se ha conservado enormemente a lo
largo de la evolucién, mostrando la secuencia de aminoacidos en mamiferos un 80% de

identidad con la de insectos y un 54% con la de S. cerevisiae.

El gen de CNB de mamiferos codifica una proteina de 170 aminoacidos con cuatro
motivos “EF-hand” de union a cuatro atomos de Ca®*. La subunidad B permanece unida
con alta afinidad a la subunidad A, tanto en presencia como en ausencia de Ca” con alta
afinidad (Klee y col., 1988). El analisis de la secuencia primaria reveld6 un 35% de
homologia con calmodulina, que también posee cuatro sitios de union a Ca®". Estudios in
vivo demostraron una escasa actividad fosfatasa en ausencia de Ca®*, mientras que en
presencia de Ca”" estimuld ligeramente, y hasta 600 veces la actividad fosfatasa por la
adicion de Ca®*/calmodulina a las subunidades CNA y CNB reconstituidas (Perrino y col.,
1995).

La pérdida de la metionina inicial en la secuencia de aminoacidos de CNB vy la
union ciclica del grupo a-amino de la glicina en posicion 2 con el acido miristico (Aitken y
col., 1982), constituye una modificacion conservada desde levaduras hasta mamiferos,
habiéndose demostrado que el papel biolégico de la CNB miristoilada es incrementar la

estabilidad de la proteina (Kennedy y col., 1996).

E.3. Papel fisiolégico de la calcineurina en levaduras

La utilizacion de fenotipos mutantes con delecciones selectivas e
inmunosupresores especificos de calcineurina han puesto de manifiesto las diferentes
funciones fisiolégicas de la calcineurina en muchos organismos eucariotas. En general,
los papeles fisiolégicos de calcineurina en levaduras estan relacionados con la
recuperacion de la inhibicién del crecimiento, inducida por el factor a de conjugacion,
resistencia a cationes como Na‘, Li*, Mg, regulacion de la homeostasis del Ca*, y
regulacién del inicio de la mitosis (Cyert y col., 1991; Ye y Bretscher, 1992; Cyert, 1993;

Withee y col., 1997; Mizunuma y col., 1998). Por otro lado, en Schizosaccharomyces
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pombe la sobreexpresién de CaN causé cambios en la morfologia celular aumentando su
longitud, y aparicion de nucleos con morfologias aberrantes, desplazados del centro
celular. Asimismo, aparecieron alteraciones en la formacion de los microtubulos y de los
cuerpos polares fusiformes y se observaron células septadas y ligeramente encorvadas
(Yoshida y col., 1994). La deficiencia en la iniciacion de la septacion fue suprimida por la
sobreexpresion de calcineurina (Lu y col., 2002), lo que indica que CaN también esta
implicada en la citokinesis y en el crecimiento polarizado y septado. Ademas, se le ha
asociado con funciones relacionadas con la agregacion celular, la posicion de los
cuerpos polares fusiformes, la posicién y morfologia nuclear, la condensacion de la
cromatina, y con la regulacién de la homeostasis del CI (Plochocka-Zulinska y col., 1995;
Sugiura y col., 1998; Sugiura y col., 2002; Cheng y col., 2002). En otro tipo de hongos, la
calcineurina esta implicada en la tolerancia a compuestos antifungicos, en la

morfogénesis celular y en la virulencia (Sanglard y col., 2003; Bader y col., 2003).

En S. cerevisiae se han encontrado homélogos a la calcineurina de mamiferos.
Los genes CNA1 y CNA2 codifican para dos isoformas de la subunidad A (Liu y col.,
1991), existiendo diferencias de expresién bajo un estrés osmoético (Del Aguila y col.,
2003) mientras que CNB1 dirige la sintesis de la subunidad B (Kuno y col., 1991). El
tamafo de la proteina Cna1 es de 60 kDa, Cna2 de 64 kDa y Cnb1 tan solo de 16 kDa.

Existen claras evidencias de que calcineurina es esencial como proteina fosfatasa
reguladora de la homeostasis de Na* y K" en Saccharomyces cerevisiae, ya que un
mutante deficiente en esta proteina fosfatasa exhibia una menor tolerancia a cationes
como Na' y Li* pero no al K, Ca** y Mg®, y la expresiéon de una calcineurina
recombinante activada incrementaba significativamente la resistencia a NaCl (Nakamura
y col., 1993; Mendoza y col. 1994, y 1996). Se ha demostrado que calcineurina regula la
absorciéon de K* incrementando la afinidad de trk1 por este catién, en respuesta a un
estrés salino (Mendoza y col., 1994,1996). Células de levadura deficientes en CNB1 son
incapaces de transformar el transportador de K*, Trk1p, en un transportador de alta
afinidad para este catién, manteniendo la afinidad para el Na* y el Li*, lo que resulta en
un incremento del influjo de Na* en estas células, sugiriéndose como mecanismo de
regulacion de esta respuesta una desfosforilacion directa o indirecta de Trk1p por

calcineurina (Mendoza y col., 1994).
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Por otro lado, células deficientes en calcineurina acumulan Na* y Li* al mismo
tiempo que disminuye la expresion de ENA1 (Pmr2p), una Na'-ATPasa de la membrana
plasmatica, clave para la expulsion de Na* (Mendoza y col., 1994). En este sentido, pudo
demostrarse que la activacion de calcineurina por el Ca®, a través de calmodulina,
regula la adaptacion al estrés salino al inducir la expresion de ENA1 (Danielsson y col.,
1996; Hirata y col., 1995; Mendoza y col., 1996; Shi-Young Park y col., 2001) y que esta
respuesta viene mediada por la actuacion de los factores de transcripcion Crz1/Tcn1p
(Matheos y col., 1997; Stathopoulos y Cyert, 1997; Shi-Young Park y col., 2001) y por el
factor de transcripcion, recientemente descubierto, Prz1, un factor en “dedo de cinc”
homologo a Crz1/Tcn1 (Hirayama y col.,, 2003). La calcineurina cataliza la
desfosforilacion de estos factores de transcripcion, lo que facilita su importaciéon al
nucleo, donde se pueden unir a los CDRE’s (Calcineurin-Dependent Response
Elements) en los promotores de, por ejemplo, ENA1, PMC1 y PMR1 (Matheos y col.
1997, Mendizabal y col. 1998, Stathopoulos y Cyert, 1997).

Como es sabido, en levadura, la H*-ATPasa de la membrana plasmatica, PMA1,
interviene en la tolerancia al estrés salino siendo una proteina esencial para el
mantenimiento de pH citosdlico y el potencial electroquimico de la membrana plasmatica.
A este respecto, calcineurina parece regular negativamente a PMA1, habiéndose
demostrado una reduccion tanto de la actividad como de la cantidad de Pmailp en
fracciones de membrana de levadura que sobreexpresan calcineurina (Withee y col.,
1998). Ademas, calcineurina induce la expresién de las Ca”-ATPasas tipo PMR1 y
PMC1 de Golgi y vacuola, respectivamente, responsables de la reduccion del Ca®*
citosodlico (Cunningham y Fink, 1994 y 1996) e inhibe la actividad del antiportador
Ca®'/H" vacuolar Vcx1 (Garrett-Engele y col., 1995; Hemenway y col., 1995; Tanida y
col., 1995).

En la Figura 8 se muestra un modelo hipotético que incluye la percepcion de
sefales, transduccién y regulaciéon de efectores que modulan la homeostasis i6nica en
levaduras, a través de la regulacion de los factores de transcripcion y de la regulacion

postranscripcional de transportadores iénicos dependientes de calcineurina.
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Figura 8. Modelo de percepcién de sefales, transduccion y regulacion de efectores que
modulan la homeostasis i6nica en levaduras. El incremento de Ca** producido a través
de canales de Ca**, como Cch1p (Paidhungat y Garrett, 1997), en respuesta a diferentes
estreses, como el estrés salino, inducen la activacién de calcineurina. Las flechas
gruesas indican la regulaciéon de calcineurina a través de los factores de transcripcion,
Crz1/Ten1, induciendo los genes de ENA1, Na'-ATPasa de la membrana plasmatica
(Mendoza y col., 1996; Park y col., 2001), PMC1 y PMR1, Ca”*-ATPasas de la vacuola
(alta afinidad) y del ap. de Golgi (bomba secretora de Ca2+), respectivamente,
(Cunningham y Fink, 1994 y 1996) y parece inhibir el gen PMA1, H'-ATPasa de la
membrana plasmatica (Withee y col.,, 1998). Las flechas estrechas indican regulacién
positiva postranscripcional de la calcineurina al transportador de K de la membrana
plasmatica (trk1) (Mendoza y col., 1994) y ENA1, y a la Na'-ATPasa de la membrana
plasmatica y, negativa, al antiportador vacuolar Ca®*/H" de baja afinidad (Garrett-Engele
y col., 1995; Hemenway y col., 1995; Tanida y col., 1995). Tomado de Rusnak y Mertz
(2000).
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E.4. Proteinas con homologia a Calcineurina en plantas

Existen evidencias bioquimicas y farmacolégicas de la presencia de calcineurina
en plantas superiores y de su participacion en la regulacion del transporte i6énico
relacionado con la apertura y cierre de los estomas. Las primeras indicaciones
bioquimicas de la existencia de calcineurina en plantas fueron obtenidas por Luan y col.
(1993), quienes demostraron en Vicia faba, tras la utilizacion de inhibidores especificos,
que una proteina fosfatasa con caracteristicas bioquimicas similares a las de
calcineurina de levaduras inhibe canales de K* regulando su entrada al citosol. Ademaés,
en el citosol de células vegetales se han identificado ciclofilinas que interaccionan in vivo
con calcineurina (Luan y col. 1994, Lippuner y col. 1994). Por otra parte, Allen y Sanders,
(1995) demostraron en experimentos de patch-clamp que calcineurina tiene la capacidad
de regular canales de Ca”" vacuolares en células guarda de Vicia faba y relacionaron
esta proteina con la salida de Ca®" vacuolar a través de canales idnicos en estas células.
Los resultados obtenidos por estos autores permiten hipotetizar que la calcineurina
vegetal podria participar en la regulacion del transporte id6nico relacionado con el estrés
salino. Evidencias que apoyan esta hipotesis fueron obtenidas por Pardo y col., (1998),
quienes demostraron que la coexpresioén de las subunidades catalitica y reguladora de
calcineurina de levadura confiere tolerancia a sal en plantas transgénicas de tabaco, lo
que indicaba que en plantas, como en levaduras, una calcineurina dependiente de ca® y
calmodulina puede regular los determinantes de tolerancia requeridos para la adaptacion

a dicho estrés.

Sin embargo, no se ha purificado aun calcineurina de tejidos de plantas, e incluso
la secuenciacion completa del genoma de Arabidopsis thaliana no ha permitido la
identificacion de un claro homodlogo estructural de la subunidad catalitica de esta
proteina. Sin embargo, si se ha identificado una familia de sensores de Ca® en
Arabidopsis, AtCBLs, que incluye proteinas con cierta homologia a la subunidad
reguladora de calcineurina de levadura (White y Broadley, 2003). Estas proteinas son
codificadas por una familia multigénica de, al menos, 10 miembros, con dominios
estructuralmente similares y con solo pequefias variaciones en la longitud de la region
codificante (Kudla y col., 1999; Kim y col., 2000; Albrecht y col., 2001; Guo y col., 2001b).

Se ha comprobado que diversas AtCBLs han conservado el dominio miristoilado en su
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region N-terminal, al igual que la subunidad reguladora de calcineurina, CNB, sugiriendo
que estas proteinas se localizan en las membranas celulares (Kim y col., 2000; Albrecht
y col., 2001), como ocurre con SOS3 o AtCBL4, uno de los genes que se identifico en
Arabidopsis thaliana (Liu y Zhu, 1998, Quintero y col., 2002), implicado en la resistencia
a estreses. La proteina codificada por el gen SOS3 tiene un 30 % de homologia con
CNB de varios origenes, produciendo su deleccion mutantes de Arabidopsis thaliana
sensibles al Na* (Liu y Zhu, 1998). Asimismo, las proteinas AtCBLs, que muestran algo
mas de homologia con CNB, son capaces de interaccionar fisicamente con la subunidad
A de calcineurina de rata, pero no de levadura, complementando, la proteina hibrida

resultante, un mutante de S. cerevisiae deficiente en calcineurina (Kudla y col., 1999).

Las proteinas CNB y CBLs contienen multiples dominios de unién a ca”, pero
carecen de un dominio efector, como CDPKs, proteinas kinasas dependientes de ca®
con dominios de unién a Ca®* y dominio kinasa (Harmon y col., 2001; Luan y col., 2002;
White y Broadley, 2003). Para que estas proteinas puedan transmitir la sefial mediada
por Ca* tienen que interaccionar con otras proteinas diana y regular su actividad. La
subunidad reguladora de calcineurina, CNB, interacciona con la subunidad catalitica,
CNA, para inducir la actividad fosfatasa. En plantas se ha identificado la familia de
proteinas kinasas CIPKs, analogas a SNF1 (kinasa de levadura) que interacciona con las
proteinas CBLs (Shi y col., 1999; Halfter y col., 2000; Luan y col., 2002) a través del
dominio autoinhibitorio C-terminal, en una region de 24 aminoacidos denominado
dominio NAF, requiriéndose, para ello, niveles micromolares de Ca? . Cuando el
complejo Ca*-CBL se une, desplaza al dominio autoinhibitorio dejando libre el centro
activo de la enzima provocando su activacion (Albrecht y col., 2001; Guo y col., 2001b).
En el genoma de Arabidopsis se han identificado 25 proteinas CIPKs, entre las que
encontramos a SOS2 o CIPK24, que interacciona con SOS3 o CBL4, activando y
regulando la actividad kinasa (Halfter y col., 2000). Las proteinas CIPK y CBL también
han sido denominados PKS (Proteina Kinasa S) y SCaBP (Specific Calcium Binding
Protein) por el grupo de JK Zhu. La existencia de unas 10 proteinas CBLs y unas 25
proteinas CIPKs sugiere una interaccién multiple entre ambos tipos de proteinas (Kim y
col., 2000; Albrecht y col., 2001; Guo y col., 2001b). Estas interacciones dan lugar a
complejos que estan posiblemente implicados en la transduccion de sefiales de

diferentes estreses. Asi, AtCIPK3 o PKS3 y ScaBP5 intervienen en la via de sefializacion
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del ABA (Kim y col., 2003, Guo y col., 2002), AtCBL1 regula de forma diferencial, las
respuestas al estrés salino, sequia y frio en Arabidopsis (Cheong y col., 2003) y CBL4
(SOS3) y CIPK24 (SOS2) intervienen en la respuesta al estrés salino (Zhu y col., 1998;
Liu y col. 2000; Shi y col. 2000; Halfter y col., 2000). Recientemente se ha demostrado la
existencia de una interaccién entre la kinasa SOS2 u otras kinasas CIPK y la fosfatasa
2C ABI2 implicada en la via de sefalizacién a través del ABA (Ohta y col., 2003).

E.5. La via SOS en plantas

Se ha sugerido que, en plantas, la via de traduccion de sefales dependiente de
Ca® en respuesta a estrés salino que implica a las proteinas SOS3, SOS2 y SOSH1, es
homdloga funcional de la via calcineurina en levadura. A diferencia de lo que ocurre en
levadura, la via SOS incluye una proteina kinasa SOS2, en lugar de una fosfatasa, y la
diana final seria el antiportador Na*/H*, SOS1, y no una bomba de Na®, tipo ENA1. En
Arabidopsis, mutaciones en los genes SO0OS3, SOS2 y SOS1 producen plantas
hipersensibles al NaCl (Liu y Zhu, 1997), fenotipo parcialmente recuperable, en el caso
del mutante SOS3, incrementando la concentracion de Ca®* en el medio (Liu y Zhu,
1998). Analisis genéticos indican que SOS1, SOS2 y SOS3 funcionan en una via comun
que controla la tolerancia a la salinidad (Zhu y col., 1998; Liu y col. 2000, Shi y col. 2000,
Halfter y col., 2000).

SOS3 posee tres dominios de unién a Ca* de tipo “EF-hand’ con baja afinidad
comparado con Calmodulina (Ishitani y col., 2000), lo que sugiere que la funcién de
SOS3 en la tolerancia a la sal podria llevarse a cabo en localizaciones subcelulares
especificas favoreciendo que el incremento transitorio de Cca” se mantenga durante mas
tiempo. La proteina SOS3 esta miristoilada in vivo, un requerimiento importante de su
funcion en relacion con la tolerancia a la salinidad, puesto que la mutaciéon en este
motivo miristoilado elimina la capacidad de SOS3 para complementar el fenotipo mutante
carente de SOS3 (Ishitani y col., 2000). Se ha sugerido que la miristoilacion de SOS3
puede regular las actividades de los transportadores de iones ligados a membranas
(Quintero y col., 2002).
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En cuanto a SOS2, se trata de una serina/treonina proteina kinasa con un dominio
catalitico N-terminal, similar a la kinasa SNF1 de levadura y otro dominio regulador (Liu y
col., 2000; Zhu, 2000, Zhu, 2003). Ambos dominios interaccionan causando
autoinhibicidn, al bloquear el acceso del sustrato al dominio catalitico (Guo y col., 2001a).
Parece ser que SOS3 interacciona con SOS2 a través de un motivo de 21 aminoacidos
del dominio regulador (motivo FISL), evitando la represion de la actividad kinasa por
parte del dominio autoinhibitorio, al dejar libre el dominio catalitico para la unién del
sustrato (Halfter y col., 2000; Guo y col., 2001a; Quintero y col., 2002; Gong y col., 2002).
La sobreexpresiéon de una forma activada de SOS2, por deleccion del dominio
autoinhibitorio conducido por el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor, puede
complementar el fenotipo de hipersensibilidad al NaCl en plantas mutantes sos2 y sos3
(Qiu y col., 2002). En vesiculas de membrana plasmatica aisladas de mutantes sos la
actividad antiportadora Na’/H® era muy baja en comparacion con los silvestres,
habiéndose podido comprobar, en los mutantes sos2 y sos3 pero no en el mutante sos7,
que al anadir una forma activada de SOS2 a éstas vesiculas, la actividad antiportadora
se recuperaba hasta casi los niveles normales, resultados que demuestran la activacion
por SOS3 y SOS2 del antiportador Na*/H" SOS1 (Qiu y col., 2002). Asimismo, pudo
concluirse que SOS3 y SOS2 parecen inducir la expresion de la SOS1 (Shi y col., 2000),
y que la sobreexpresion de SOS1 en Arabidopsis mejora la tolerancia a sal, tanto en

planta entera como en cultivos de callos (Shi y col., 2003a).

La via SOS, integrada por SOS1, SOS2 y SOS3, ha sido reconstituida en levadura
(Quintero y col. 2002; Figura 9). Cuando SOS1 se expresa en mutantes de levadura
carentes de Na'-ATPasas y transportadores Na’/H" enddgenos, sdlo se incrementa
ligeramente la tolerancia a la sal, pero cuando es coexpresado con SOS2 y SOS3 o con
una forma activada de SOS2, las levaduras transgénicas mejoran drasticamente su
Itolerancia a la sal (Quintero y col., 2002). Ademas, este estudio ha demostrado que
SOS3 es necesario para la movilizacion de SOS2 a la membrana plasmatica, donde
puede fosforilar a SOS1. El antiportador SOS1 tiene una larga cola C-terminal que puede
situarse en la cara citoplasmatica de la membrana (Shi y col., 2000), habiéndose
propuesto que actua como sensor de Na® intracelular, mediante la formacién de un lazo
regulador que le permite controlar la activacion de SOS2 y, al mismo tiempo, estimular su
capacidad de expulsar Na* (Zhu, 2002; Zhu, 2003).
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Figura 9. Esquema representativo de la via de sefalizacion de la ruta SOS frente al
estrés salino en plantas de Arabidopsis. Dos son los componentes que inducen la
expresion y la activacion de SOS1 (Shi y col., 2002a; Qiu y col., 2002; Quintero y col.,
2002). Por una parte, el estrés por Na® induce elevadas concentraciones de ca®
citoplasmatico, que puede constituir un componente de la sefializacién. El Na* provoca
toxicidad entrando por canales catidnicos no selectivos (Demidchik y col., 2002) y por
AtHKT1 (Uozumi y col.,, 2000). Por otra parte, SOS3 interacciona y activa SOS2
(Quintero y col., 2002; Gong y col., 2002), que a su vez, fosforila y activa SOS1 (Shi y
col., 2002a; Quintero y col., 2002). Asi mismo, bajo condiciones de estrés salino, SOS2 y
SOS3 son también necesarios para la acumulacion del ARNm (Shi y col., 2000) y de la
proteina funcional de SOS1 (Shi y col., 2002a; Quintero y col., 2002), indicando que el
complejo SOS2-SOS3 no sdlo participa en la fosforilacion de SOS1, sino que también
regula los niveles de transcrito y su estabilidad (Shi y col., 2003a). Tomado de Ward y
col., (2003).
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Ademas de la regulacion de la actividad de SOS1, SOS2-SOS3 pueden regular a
otros efectores de tolerancia a sal (Gong y col., 2001). Asi, se ha demostrado que SOS2
puede activar al antiportador Na*,K’/H", AtNHX1 (Qiu y col., 2003), y al antiportador
H*/Ca®*, CAX1 (Cheng y col 2003), lo que indica que la via SOS constituye una ruta de
transduccion de sefales central en el mantenimiento de la homeostasis iénica bajo
condiciones de estrés salino. Asi mismo, la via SOS podria regular negativamente a
HKT1, limitando el influjo de Na* y estimulando, posiblemente a través de cambios del
potencial de membrana, sistemas de absorcion selectivos de K* (Rus y col 2001a). A
este respecto se ha demostrado que la via SOS esta implicada en la adquisicién de K™ a
bajas concentraciones externas de este i6n, aunque por el momento no se han
identificado los sistemas de transporte de alta afinidad que estarian implicados (Zhu y
col. 1998).
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I\, PLAN DE TRABAJO






Plan de Trabajo

La introduccion, los objetivos y los antecedentes cientificos expuestos nos han

llevado a establecer el siguiente plan de trabajo:

1. Establecimiento de un cultivo celular de tomate (ycopersicon esculentum Mill.

Cv. Pera) transgénico con calcineurina de levadura.

2. Andlisis de la transformacion. Estudio de la inserciébn y de los niveles de

expresion de las subunidades de calcineurina.
3. Estudio de la morfologia celular, crecimiento celular y contenido idnico.

4. Determinacion de la extrusién de H'y viabilidad celular. Medida de la actividad y

expresion de la H'-ATPasa de plasmalema y tonoplasto.

5. Estudios de expresion de transportadores primarios y secundarios implicados en

la homeostasis ionica.






IV, MATERIAL
Y METODOS






Material y Métodos

A. MATERIAL VEGETAL

Para los diferentes estudios realizados se han utilizado callos obtenidos a partir

de plantulas de tomate (Lycopersicon esculentum. Mill, Cv. Pera).
1. Cultivo in vitro de plantulas

El cultivo in vitro de las plantulas de tomate se realizé esencialmente segun
Rodriguez-Rosales y col (1999). Las semillas de tomate fueron desinfectadas en una
solucién de hipoclorito sddico comercial diluida al 50 % durante 20 minutos v,
posteriormente, lavadas sucesivamente durante 5, 10 y 15 minutos en agua destilada
estéril. A continuacién, las semillas se germinaron en un medio, previamente autoclavado
a 120 °C durante 20 minutos, compuesto por los macro y micronutrientes del medio
Murashigue y Skoog, conteniendo 2% sacarosa y 0,7 % agar, manteniéndose durante 3
dias en oscuridad a 27 °C hasta obtener una radicula de 1 cm, y hasta un total de 10

dias con un fotoperiodo de 16 h y una intensidad de irradiacién 60 pmol.m'z.seg'1

B. CEPA BACTERIANA Y VECTORES PLASMIDICOS

La descripcion de la construccién del plasmido se muestra en la Figura 1 (Pardo
y col., 1998). El gen que codifica una forma truncada de CNA2 de levadura, conteniendo
una deleccién a partir de la treonina 459 (CNAtr; Mendoza y col., 1996), fue clonado
entre el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y el terminador de la
octopina sintasa (Ocs) en el plasmido pBTEX derivado del PBI121. A partir del gen CNB1
se genera ADNc por RT-PCR, el cual fue insertado entre el promotor 35S de CaMV vy el
terminador de la octopina sintasa en el casete de expresién pTEX contenido en el
plasmido pUC19. El casete entero fue clonado en Hind Ill en el plasmido pBTEX que ya
contenia CNAtr. El gen marcador en este vector codifica para la enzima neomicin
fosfotransferasa (NPT Il) que confiere resistencia a kanamicina y estaba conducido por el

promotor y terminador de la nopalina sintasa.
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NPTII 358P GUS Nos T

HindIII
Xba I Sal I

HindIII

Sal I (Xho I) Xbal

HindIII Cortar Eco RI /
/ extremos romos /
+ ligando Hind III
Xho I Xho I
I:l 35SP CNB Ocs T
CNAtr 1 :l L1
Hind II1 Hind III
NPTII OcsT CNAtr 35SP
pTEX
HindIII

NPTII OcsT CNB 35SP Ocs T CNAtr 35SP

Figura 1. Construccion del plasmido pBTCAN (Pardo y col., 1998).
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La transformacién de los cotiledones de tomate se ha realizado con
Agrobacterium tumefaciens, cepa LBA4404 (pAL4404). El plasmido utilizado en este
estudio, pBTCaN, ha sido proporcionado por los Drs JM Pardo y T Ruiz (Instituto de
Recursos Naturales y Agrobiologia, CSIC, Sevilla).

B.1. Transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens

B.1.1. Introduccidén

Las agrobacterias (grupo al cual pertenece A. tumefaciens) son microorganismos
aerdbicos, gram negativos, tipicos del suelo, que tienen forma de bacilo y no producen
esporas (Schell, 1995a y 1995b; Miranda y Campos, 1998). El género Agrobacterium
pertenece a la familia Rhizobiaceae. Debido a la capacidad y eficiencia de este género
en infectar diversos organismos vegetales, surge la idea de utilizar A. tumefaciens como
mediador para la introduccion de genes de interés en plantas (Schell, 1995a y 1995b;
Miranda y Campos, 1998). Se conocen mas de 600 especies vegetales susceptibles a la
infeccion por A. tumefaciens, en su mayoria aquellas pertenecientes a las Angiospermas
dicotiledéneas. Esta agrobacteria induce en las plantas que infecta una enfermedad
denominada “agalla de corona”, un tumor que se desarrolla en la base del tallo de la
planta infectada, el cual viene acompanado de una alta produccién de opinas que son
aprovechadas exclusivamente por la agrobacteria (Zupan y Zambryski, 1997). A.
tumefaciens contiene un plasmido especifico denominado ”"plasmido Ti” (Inductor de
Tumores) el cual se encuentra en un pequeno porcentaje de las poblaciones naturales
de esta agrobacteria en el suelo (Zupan y Zambryski, 1995). Este plasmido, de alrededor
de 200kb (A. De La Riva y col., 1998), esta dividido en varios segmentos o regiones. Uno
de estos segmentos, denominado T-ADN (ADN Transferido o de Transferencia), se
encuentra delimitado en sus extremos por dos regiones, conocidas como “extremidades
derecha e izquierda”, las cuales tienen un papel fundamental en la transferencia del T-
ADN a la célula vegetal (Miranda y Campos, 1998; Schell, 1995a y 1995b). El T-ADN
contiene los loci oncogénicos (responsables de la formacién del tumor) que codifican
para enzimas involucradas en la sintesis de auxinas y citoquininas, y no oncogénicos

que codifican para la sintesis de opinas (A. De La Riva y col., 1998). Otra seccion del
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plasmido Ti de gran importancia es la regién conocida como "Vir" o "Region de
Virulencia” de alrededor de 30 Kb (A. De La Riva y col., 1998); en esta region se
encuentran varios genes denominados "genes vir" de cuya expresion depende la
transferencia efectiva de la region T-ADN del plasmido Ti a la célula vegetal. El nombre
de T-ADN se debe a que ésta es la regidon que entra al nucleo de la célula vegetal y se

integra en su genoma (Figura 2).

Con el objetivo de utilizar este sistema en la transformacion de plantas, se han
construido vectores desarmados, en los que los oncogenes del T-ADN han sido
eliminados para evitar la formacion de la enfermedad tumoral. Estos vectores permiten
insertar los genes que nos interesan entre los bordes de T-DNA para ser introducidas en
el genoma de la planta. Debido a su gran tamafo (200 Kb), el plasmido Ti desarmado
no se puede manipular facilmente (Miranda y Campos, 1998) para introducir los genes
de interés directamente en él. Por esta razén, se utilizan plasmidos mas pequefios los
cuales poseen las extremidades del T-ADN, los genes a insertar, un origen de replicacion
y un gen para la posterior selecciéon de la bacteria transformada. Estos vectores pueden
ser binarios o cointegrativos (Hoekema y col., 1983; Schell, 1995a y 1995b; Miranda y
Campos, 1998). El vector cointegrativo se integra al vector Ti desarmado, gracias a
regiones de homologia entre éstos. Los vectores de tipo binario (Figura 2), que hemos
utilizado nosotros, se derivan de plasmidos que son capaces de replicarse tanto en E.
coli como en A. tumefaciens, de tal manera que no necesitan integrarse al plasmido Ti
para ser replicados y se mantienen dentro de la célula bacteriana como plasmidos
independientes. Tras la obtencién de la cepa transformada, se pasa a la fase de la
infeccion. Para este efecto, se co-cultivan la cepa de agrobacterium con el vector
conteniendo los genes de interés y un explanto vegetal, el cual es escogido en virtud de
su capacidad de regeneracién y facilidad de manipulacién, pudiendo utilizarse discos

foliares, raices, tubérculos, cotiledones etc.
Las células vegetales transformadas con T-ADN desarmado se comportan del

mismo modo que las células vegetales no transformadas de la misma especie en cultivo
de tejidos (Hooykaas, 1989).
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Figura 2. Infeccion de células vegetales por el sistema binario de A. tumefaciens.
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B.1.2. Transformacién de A. tumefaciens con el plasmido pBTCan

El plasmido pBTCan fue introducido en Agrobacterium por electroporacion. En
este sistema, las células se someten a un pulso eléctrico de 1800 voltios para la apertura
de poros temporales en la membrana bacteriana y permitir la entrada del ADN. Para ello,
la cepa de Agrobacterium utilizada se hizo electrocompetente. La bacteria se cultivd
durante 3-5 h en medio YEB (1% de peptona, 1% de extracto de levadura y 0.5 % de
NaCl) suplementado con kanamicina (50 ug/ml) y gentamicina (25 pg/ml) hasta alcanzar
la fase exponencial de crecimiento (DO de 0.3 a 660 nm). Se centrifugd y las células se
resuspendieron en frio en 10 ml de Hepes 1mM, pH 7.0, repitiéndose la operacion dos
veces mas. Finalmente, las células se resuspendieron en 200 ml de glicerol frio al 10%,
congelandose en alicuotas de 40 pl a —80 °C hasta su utilizacion. Se mezclaron alicuotas
de Agrobacterium con 1-10 ng de plasmido en cubetas de electroporaciéon de 0.2 cm, y
se sometieron a un pulso eléctrico de 1.8kv, 50 uF y 200 Q. Tras la adicion de 500 pul de
YEB e incubacién durante 4 h a 28 °C, se vertié el conjunto en placas selectivas, en
presencia de 50 ug/ml de kanamicina, y se seleccionan las colonias transformadas para

su crecimiento en medio liquido YEB.

C. OBTENCION DE CALLOS DE TOMATE TRANSFORMADOS

C.1. Obtencion de cotiledones transformados

Se ha utilizado esencialmente el método descrito por EI Mansouri y col. (1999).

C.1.1. Crecimiento de Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens LBA4404, transformado con el plasmido pBTCAN, se cultivd
durante 24 h en 2 ml de medio YEB (1% peptona, 1% extracto de levadura y 0.5 % NaCl)
suplementado con estreptomicina y kanamicina (50 ug/ml). Este precultivo se inoculé en
50 ml de medio YEB, manteniéndose durante 36 h hasta alcanzar la fase exponencial de
crecimiento (DO 1.0 a 660 nm), y posteriormente se diluyd con agua estéril hasta
alcanzar una DO de 0.3 a 660 nm.
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C.1.2. Infeccion de los cotiledones

Los cotiledones de las plantulas germinadas in vifro fueron separados del
hipocotilo e incubados durante 24 h en medio de regeneracién de tallos (MRT)
compuesto por sales del medio MS, suplementadas por las vitaminas del medio B5
(1962), 3% de sacarosa, 0.7% de agar y 2 mg/l de benciladenina. Posteriormente, los
cotiledones se cocultivaron en tubos estériles con 50 ml del cultivo diluido de
Agrobacterium y agitacién suave durante 20 minutos. Los cotiledones asi infectados se
secaron con papel de filtro estéril, se cultivaron en MRT durante 48 h, y se transfirieron a
un medio de seleccion (MRT) suplementado con kanamicina y carbenicilina,
ensayandose previamente diferentes concentraciones de kanamicina (50, 100, 200 y 400
ug/ml) y una concentracion unica de carbenicilina (500 ug/ml). El cultivo se mantuvo a
una temperatura de 27°C, fotoperiodo de 16 h y unos 20 umol'z.m'z.seg'1 de irradiacion.
La regeneracién de los tallos tuvo lugar, aproximadamente, entre la cuarta y la sexta

semana desde el inicio del cultivo en el medio de seleccion (Figura 3).

C.1.3. Induccién de la callogénesis y multiplicacién de callos

Los tallos procedentes de los cotiledones transformados se cortaron
transversalmente en fragmentos de 1 cm, se seccionaron longitudinalmente y se
transfirieron a un medio de callogénesis (MS suplementado con 1 mg/l de &cido 2,4
diclorofenoxiacético, 100 ug/l de kinetina, 3% de sacarosa y 1% de agar a pH 6.0), al que
se adicionaron 25 ug/ml de kanamicina para posibilitar el crecimiento selectivo de los
callos transformados. Tras 24 dias de cultivo en oscuridad a 27 °C, los callos
transformados se transfirieron a un medio de multiplicacién con la misma composicion
del de callogénesis, excepto en la concentracion de kinetina que fue de 10 g/,

subcultivandose con una periodicidad de 3 semanas en oscuridad y a 27 °C (Figura 3).
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COTILEDONES p
CALLO TRANSGENICO

YD \GROBACTERIUM + pBT n

AGITACION 24 DIAS
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4-6
SEMANAS

REGENERACION TALLOS INDUCCION DE
(EN KANAMICINA) CALLOGENESIS
(EN KANAMICINA)

Figura 3. Etapas desde la Infeccion de los cotiledones de tomate con A. tumefaciens

portando el plasmido pBTCAN, hasta la obtencion de los callos transformados.
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C.2. Deteccion de las subunidades de calcineurina CNAtr y CNB en los callos

transformados

C.2.1 Extraccion de ADN genédmico para analisis por PCR

Se siguié el protocolo de Dellaporta y col. (1983). A 50 mg de peso fresco de
callos triturados en nitrogeno liquido, se afadieron 3 ml de tampdn de extraccion
conteniendo 7 M urea, 0.3 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 20 mM EDTA y 1 %
sarcosyl agitandose a 37 °C durante 5-10 min. Tras centrifugar a 8.000 xg durante 1 min,
se anadieron al sobrenadante 3 ml de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25/24/1), se
mezclaron por inversién y se centrifugaron a 8.000 x g durante 6 min. Se adiciond un
volumen de isopropanol al sobrenadante, se mezcld y se dejoé en hielo durante 20 min y
se centrifugd a 8.000 g el conjunto durante 15 min lavandose el precipitado con etanol al
70%. Finalmente, el ADN se resuspendio en TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA).

C.2.2. Amplificacion por PCR

Se utilizaron unos 200 ng de ADN, 0.7 uM de cada cebador, 0.25 mM de dNTPs
(dATP+dGTP+dCTP+dTTP), y 0.5-1 U Taq | ADN polimerasa, en un volumen final entre
25-100 pl. La presencia de las dos subunidades de la calcineurina, CNAtr y CNB, se

analizé utilizando cebadores especificos de las dos subunidades:

CNAtr: 5’AATGGGTGCTGCTCCTTCCAAAATI y
5TTACACATCGTATTGCAATGTCAG3

CNB: 5AATACTGAGCAGATAAACGC3'y
5’ATTGCGACAAGCATCTCTGTS..

Las condiciones de la reaccion, en un termociclador marca Eppendorff, fueron:

94 °C (5 min), adicién de la Tag-polimerasa, 30 ciclos a 94 °C (45 seg), 54 °C (45 seg),

72 °C (45 seg), y 72 °C (5 min). La ausencia de contaminacion por Agrobacterium se

comprobo mediante amplificacion del gen Vir-D, exclusivamente bacteriano, utilizdndose
como cebadores:
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5’ATGTCGCAAGGCAGTAAGCCCA3' y
5GGAGTCTTTCAGCATGGAGCAA3Z’

y como condiciones de PCR, 94 °C (3 min), adiciéon de la Tag-polimerasa, 30 ciclos de
94 °C (30 seg), 60 °C (45 seg), 72 °C (45 seq) y 72 °C (5 min) (Lipp-Joao y Brown, 1993).
Los productos de PCR fueron analizados en geles de agarosa entre el 0,7 y el 1% de
agarosa, preparados en tampoén TBE 0,5x (45mM Tris/borato, 1mM EDTA, pH 8.0),

conteniendo 0,5 nug/ml de bromuro de etidio.

C.3. Estudio de la expresion de calcineurina en los callos transformados
C.3.1. Extracciéon de ARN total

La extraccion de ARN total de los callos de tomate, previamente congelados en
N, liquido y almacenado a -70 °C, se llevd a cabo mediante extraccion por columnas de
“Qiagen” Rneasy Plant Mini Kit. Mediante este técnica se obtenia un ARN puro, libre de
ADN.

C.3.2. Obtenciéon de un fragmento de ADNc por RT- PCR
C.3.2.1. Transcripcion inversa del ARN

La primera hebra de ADNc se sintetizé a partir del ARN total extraido de callos de
tomate, utilizando como cebador el propio cebador reverso especifico de las dos
subunidades de Calcineurina (apartado B.2.2.) y el enzima transcriptasa inversa del virus
de la mieloblastosis de ave (AMV-RT) (Sigma). Previo a la reaccién de RT, 1 ug de ARN
total, se incubd durante 10 min a 77.5 °C, en presencia de 0.5 mM de cada uno de los
dNTPs y 3.5 uM del cebador especifico reverso. Tras un breve enfriamiento en hielo, se
afadioé tampon 1 x de AMV-RT (50 mM Tris-HCI, pH 8.3, 40 mM KCI, 8 mM MgCl,, 1 mM
DTT), 0.25 U.;.u'1 de inhibidor de ARNsas y 0.5 U.ul'1 de AMV-RT, en un volumen total de

20 ul. La reaccion se llevé a cabo a 42 °C durante 50 min.
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C.3.2.2. Amplificacién por PCR

La poblacién de primeras hebras de ADNc, obtenida por transcripcion inversa, se
utilizé6 como molde para amplificar por PCR las subunidades de calcineurina, utilizando

los cebadores especificos descritos en el apartado B.2.2.

El medio de reaccién de PCR (50 pl) incluia: 5 pl de la reaccion de transcripcion
inversa, tampén de PCR (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1.5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 0.05 % -
p/v- gelatina), 200 uM de cada uno de los dNTPs, 1 uM de los cebadores especificos, y
2.5 U de Taq ADN polimerasa. El protocolo de amplificacion consistié en 3 min a 94 °C,
1 mina94 °C, 1 mina54°C,1mina 72 °C (35 ciclos), y 5 min 72 °C. La reaccion se

llevé a cabo en un termociclador Eppendorff.

Los productos de PCR se corrieron en gel de agarosa al 1 % con TBE 0.5 x (45
mM Tris, pH 7.6, 45 mM acido bérico, 1 mM EDTA), conteniendo 0.5 ug.ml'1 de bromuro
de etidio, determinado los contenidos relativos de ADNc por densitometria mediante el

programa Quantity One de Bio-Rad.
D. ESTUDIOS FISIOLOGICOS
D.1. Determinacion del crecimiento

El crecimiento de los callos, a lo largo de 5 semanas, fue analizado en funcion de
los cambios de peso fresco. Partiendo de 3 g de tejido se determind el peso fresco de los
callos controles y transgénicos cultivados en ausencia y presencia de 100 mM NaCl, asi
como el porcentaje de inhibicion del peso de los callos en respuesta a un estrés de 100
mM NaCl durante una generacién. Para ello se calcul6 el indice de crecimiento relativo

(ICR);

ICR = (peso final-peso inicial)/peso inicial

55



Material y Métodos

D.2. Determinaciéon del contenido mineral: sodio, potasio, calcio y cloruro

La determinacion del contenido de los iones Na*, K y Ca®* se ha realizado a
partir del mineralizado obtenido de la eliminacién del material organico de los callos con
SO4H, y H,0, (Wolf 1982). A 250 mg de peso seco de callo se afiadieron 5 ml de acido
sulfdrico concentrado y se calentd la mezcla durante 4 min en microondas a presion
atmosférica (Maxidigest MX 4350, prolabo, potencia maxima de 800 W) al 50% de
potencia. Tras enfriar, se adicionaron cuidadosamente 3 ml de H,O,, se incubd durante 2
min, y se volvio a calentar al 80% y al 90% de potencia, llevandose el extracto a un

volumen de 50 ml con agua desmineralizada (Novozamsky y col., 1999).

El contenido de Na” y K* se determind por espectrofotometria de llama (aire-
propano), frente a una curva patrén obtenida a partir de soluciones concentradas de
molaridad conocida de NaCl y KCI que contenian H,SO, en cantidades equivalentes al
mineralizado. El contenido de Ca®* se determiné por espectrofotometria de absorcién
atdémica con atomizacion de llama (aire-acetileno). Los valores de Ca®* se obtuvieron por
extrapolacion frente a una curva patréon obtenida a partir de una solucion madre de
CaCOs. Los valores de Na*, K' y ca® se expresaron en porcentaje de g de ion. g'1 peso

seco de callos.

El contenido en cloro se determiné mediante valoracion potenciométrica de una
suspension de la muestra utilizando una solucion valorada de nitrato de plata (AFNOR
85619, 1985). Para ello 150 mg de peso seco de callos se homogeneizaron con una
mezcla de 10 ml de H,O y posteriormente, 5 ml de NOsH y 40 ml de H,O, y al
homogeneizado resultante se afiadieron, gradualmente, volumenes conocidos de una
solucién de NOsAg 0.1N, determinandose las diferencias de potencial provocadas por la
precipitacion del AgCl en un potenciémetro con electrodos de plata-cloruro de plata y de
referencia. El punto de inflexion de la curva de valoracion, que marcé el punto de
equivalencia de la valoracion, permitié identificar el volumen de NO3;Ag necesario para
precipitar todo el cloruro de la muestra, expresado en porcentaje de g de ion. g'1 peso

seco de callos.
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D.3. Actividad extructora de protones

D.3.1. Fundamento del método y cuantificacion de la medida

El método se basa en un sistema de medida continua y automatica de pH, que
permite determinar la capacidad de extrusiéon de H* de los tejidos, principalmente raices,
y de células en suspensién. Se ha utilizado un sistema marca Metrohm, compuesto por
pH-metro, multidosimat e impulsomat (Rodriguez Rosales y col., 1989), incluyendo
ademas un embudo Buchner con una placa porosa de vidrio fritado por la que se hace
pasar una corriente continua de aire descarbonatado. La descarbonatacion se consigue
haciendo pasar una corriente de aire por una columna de vidrio rellena de gel de silice
para eliminar la humedad, y por tres columnas de cal sodada, con indicador de
saturacién, para eliminar el CO,. La termostatizacién del sistema se logra por paso de
agua a temperatura controlada a través de la doble pared del embudo Buchner donde se

incuban las células.

Para el funcionamiento del sistema, el impulsomat transmite un impulso eléctrico,
en funcion de la disminucion del pH del medio de incubacion de las células con respecto
a un pH prefijado, el cual se transmite al multidosimat para que éste libere al medio
volumenes fijos de una solucién de KOH de concentracién conocida. El registro grafico
correspondiente al volumen de KOH sucesivamente adicionado, es proporcional a la

cantidad de H" extruidos por las células al medio de incubacién.

En el caso concreto de la cuantificacion de la actividad de extrusion de H' en los
callos de tomate, estos son disgregados en medio liquido de igual composicion al medio
de multiplicacién pero sin agar, suplementado con 20 mM de MES, pH 6.0, donde se
mantienen en agitacion durante 16 horas a 27 °C y en oscuridad. Se filtra la suspensién
celular resultante a través de papel Whatman n® 1, se lavan 2 6 3 veces con una
solucién isoosmotica de sorbitol y se incuban 12 gramos de células en el embudo
Buchner en 40 ml de medio de reaccién compuesto por 1,6 % sorbitol, 2 mM K,SO, y 0.1
mM CaSO,. La actividad extructora de H" de las células se determina durante 8 h, a pH

prefijado de 7.3, 27 °C y en oscuridad.
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A partir de los registros de acidificacion se calculan valores de extrusion entre la
12 y la 82 h, a partir de los cuales se determina el valor medio de la velocidad de flujo de

H* en pneq H'.g" peso fresco h™.

D.4. Test de viabilidad celular: reaccién fluorocromatica (FCR)

Este método se basa en la conversién del diacetato de fluoresceina (FDA),
reactivo apolar, no fluorescente y permeable, por medio de las esterasas citoplasmicas
que lo hidrolizan liberando la fluoresceina (polar, fluorescente e impermeable). La
fluoresceina se acumula en el citoplasma de aquellas células cuyo sistema de
membranas se mantiene intacto. Por tanto, las células que muestran fluorescencia
amarillo-verdosa pueden considerarse viables, al poseer un sistema de membranas
intacto y esterasas activas. Por el contrario, las células inviables no mostraran
fluorescencia debido a la ausencia de esterasas, o a la difusion de la fluoresceina fuera

del citoplasma a través de las membranas dafadas.

Para realizar el test se toma una alicuota de la suspension celular de callos de
tomate en un eppendorff, se adiciona 1 ul de FDA (5mg/ml en acetona), se agita
suavemente y se incuba durante 5 min a temperatura ambiente, tomandose una gota

para ser observada al microscopio de fluorescencia.

E. ESTUDIOS A NIVEL DE MEMBRANAS
E.1. Obtenciéon de microsomas

Entre 10-20 g de peso fresco de callos se homogeneizaron a 4 °C en mortero
con tampén de extraccion (1:2, peso fresco/volumen de medio) conteniendo: 25 mM
Tris—HCI, pH 7.6, 0.2 % (p/v) BSA, 250 mM sacarosa, 2 mM MgSQO,, 5 mM EGTA-Tris,
pH 7.6, 10 % (v/v) glicerol, 10 % (p/v) PVPP, 2 mM DTT, 1 mM PMSF y 2,5 mM
metabisulfito sédico. EI homogenizado obtenido se pasé dos veces por la prensa de

French a una presion de 1000 PSIG y el extracto resultante fue centrifugado a 13.000 g
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durante 10 min (Sorvall, rotor SS34). El sobrenadante se centrifugé durante 35 min a
100.000 g (Beckman, rotor 60Ti) obteniéndose un sedimento correspondiente a la
fraccion microsomal. Para el aislamiento de las vesiculas de plasmalema por particion de
fases, la mayor parte del sedimento anterior se resuspendié en 2 ml de tampdn de
particion que contenia 330 mM sacarosa, 5 mM fosfato potasico, pH 7.8, y 0.1 mM PMSF
y el resto se resuspendid en tampdn de conservacion 2 mM BTP-Mes pH 7.0,
conteniendo 250 mM sacarosa, 0.2 % (p/v) BSA, 10 % (v/v) glicerol, 2 mM DTT y 1 mM

PMSF, congelandose las suspensiones en nitrégeno liquido y almacenandose a — 80 °C.

E.2. Purificacion de vesiculas de plasmalema

La purificacion de las vesiculas de plasmalema se llevé a cabo por el método de
particion de fases en sistemas de dos polimeros acuosos de PEG y dextrano (Larson y
col.,, 1987), el cual permite la separacién de los componentes de una mezcla por
distribucion entre estos dos liquidos no miscibles. El fundamento de esta técnica es la
generacion de una diferencia de potencial electrostatico muy baja, la cual depende del
tipo y concentracion de la sal utilizada (LiCl, NaCl, KCI) (Albertsson, 1971 a y b). La
composicion de las fases determina que la separacién (particién) de los componentes de
una mezcla pueda depender del peso molecular de la carga neta, de la hidrofobicidad y
de la existencia de sitios especificos de union. El sistema de particion de fases permite la
purificacion de la membrana plasmatica utilizando concentraciones variables de polimero
(5,5-6,5 % de PEG y dextrano), de sales (KCI, NaCl) y de osmoreguladores (sacarosa,
sorbitol), todo disuelto en tampdn, normalmente fosfato potéasico, pH 7.5-8.0. Las
vesiculas de plasmalema se separan en la fase superior de polietilenglicol mientras que

las membranas intracelulares se separan en la interfase y fase inferior de dextrano.

Para la purificacion de plasmalema de callos de tomate, el sistema de particion de
fases estuvo compuesto por 6 % (p/p) de Dextrano T500, 6 % (p/p) de PEG 3350, 2 mM
KCI, 330 mM sacarosa, en tampon fosfato potasico 5 mM, pH 7.8, utilizando tubos de
vidrio corex de 15 ml a los que se adicionaron 12 g de fases y entre 5-10 mg de proteina
microsomal en 2 ml de tampdn de particion. Tras la adicion, las fases se mezclaron

vigorosamente por inversién y se separaron por centrifugaciéon a 3.000 xg durante 5 min
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a 4 °C (Martin Christ). La fase superior de PEG resultante, recogida con pipeta Pasteur,
se afadi® a una nueva fase inferior de dextrano del segundo tubo de particion,
procediéndose de la misma manera a mezclar y centrifugar. La nueva fase superior
obtenida, conteniendo las vesiculas enriquecidas en plasmalema, se diluyé con tampdn
de lavado que contenia 250 mM sacarosa, 2 mM BTP-MES pH 7.5, 2 mM DTT y 0.1 mM
PMSF, se centrifugéd a 150.000 g durante 45 min, a 4 °C (Beckman, rotor 60Ti),
recogiéndose el sedimento enriquecido en plasmalema en tampodn de conservacion (0.2

%, p/v, BSA), congelandose en N, liquido y almacenandose en alicuotas a -80 °C.

Las proteinas de membranas se cuantificaron por el método de Bradford (1976),

empleandose el reactivo de color de Bio-Rad, diluido 5 veces, y BSA como patrén.

E.3. Actividades enzimaticas asociadas a las membranas purificadas
E.3.1. Actividad ATPasa

La determinacion de las actividades fosfohidroliticas asociadas a las ATPasas de
las vesiculas aisladas se basd en la medida de Pi liberado en la hidrolisis del sustrato
(ATP, PPi, UDP, etc.) (Ames 1966). La reaccion se inicié con la adiciéon de una alicuota
de la suspension de membranas (8 pug de proteinas microsomales 6 4 ug de las
fracciones enriquecidas en plasmalema) a 500 ul de medio de reaccion. Tras 30 min de
incubacion a 27 °C, la reaccion se paralizd con la adicién del reactivo de Ames (10 %
acido ascorbico-0.42 % (NH;)Mo;024 en 1 N H,SOq4, 1/5, viv), suplementado con 0.75%
(p/v) SDS, tras otros 30 min a temperatura ambiente, las correspondientes actividades
enzimaticas se determinaron espectrofotométricamente a 820 nm (Espectrofotémetro
Shimadzu, mod.160) frente a una curva patron de KH,PQO,, expresandose la actividad
especifica en umol Pi. mg'1 proteina. h™. En la Tabla 1 se muestran los medios de
reaccion diferenciales utilizados para la determinacién de las actividades ATPasicas

asociadas a plasmalema, tonoplasto o mitocondria.
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La orientacién de las vesiculas, natural o invertida, derivada del proceso de
extraccion, se calculé mediante el analisis de la latencia de las actividades ATPasicas,
utilizando como agente permeabilizante de las vesiculas el detergente Brij 58. La
actividad latente se define como la diferencia entre las actividades medidas en presencia
y ausencia de detergente, y la latencia de las vesiculas como la actividad latente

expresada en porcentaje de actividad ATPasa en presencia de detergente:

% Latencia =
(Actividad presencia  detergente — Actividad ausencia detergente) x 100 /

Actividad presencia detergente.

Tabla 1. Medios de reaccién utilizados para la determinacion de las actividades de las

ATPasas de plasmalema, tonoplasto y mitocondria.

Plasmalema Tonoplasto Mitocondria

pH 6.5 8.0 8.0
BTP-MES (mM) 25 25 25
Na,MoO, (uM) 100 100 100
ATP-BTP (mM) 3 3 3
MgSO, (mM) 3 3 3
Brij 58 (ug ml™) 100 100 100
NaN; (mM) 2 2 -
KNO3z (mM) 50 - 50
KCI (mM) - 50 -
Ortovanadato (uM) - 250 250
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Actividad ATPasa de plasmalema. Definida como la actividad sensible a
vanadato e insensible a nitrato, azida y molibdato (Serrano, 1990), se determiné como la
diferencia de actividad en presencia y ausencia de 250 uM NazVO, en el medio

especifico de reaccion:

A Va-ATPasa= Actividad (total) — Actividad (+Va)

Actividad ATPasa de tonoplasto. Definida como la actividad sensible a nitrato e
insensible a azida, vanadato y molibdato (O Neill y col., 1983; White, 1994), se determiné
como la diferencia de actividad en presencia y ausencia de 100 mM KNO; en el medio
especifico de reaccion:

ANO;3 -ATPasa=Actividad(+KClI) - Actividad (+KNQO3)

Actividad ATPasa mitocondrial. Definida como la actividad sensible a azida
(Galtier y col., 1988), se determiné como la diferencia de actividad en presencia y

ausencia de 2 mM NaN3; en el medio especifico de reaccion:

AN;-ATPasa=Actividad (-N3) - Actividad (+N3)

E.3.2. Actividad UDPasa latente

La actividad fosfohidrolitica UDPasa latente, utilizada como marcador del aparato
de Golgi (Green, 1983), se realizé6 en un medio de reaccién con 30 mM BTP-MES, pH
6.5, 3 mM MnCl,, 3 mM UDP, y esta definido como la diferencia de actividad en

presencia y ausencia de 0.1 % de Triton X-100.
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E.3.3. Actividad NADH cit c reductasa insensible a antimicina A

La actividad NADH citocromo C reductasa se ha utilizado como marcador del
Reticulo Endoplasmatico (Hodges y Leonard, 1974). Se adicionaron 30 ug de proteinas
de membrana a un medio de reaccién compuesto por 50 mM KH,PQO,, pH 7.5, 1.66 mM
KCN, 30 uM citocromo ¢ oxidasa y 1 uM antimicina A. La reaccion se inici6é con la adicién
al medio de 100 uM NADH, midiéndose el incremento de absorbancia a 550 nm, debido
a la reduccion del citocromo c. La actividad enzimatica fue expresada en umoles de
citocromo ¢ reducido. mg'1 proteina. h' (coeficiente de extincién molar de 18.5 mM”’

cm'1).

E.4. Determinacion del transporte de H* en vesiculas de membranas

La determinacién del transporte de H* se basa en la medida de la velocidad inicial
de extincion de fluorescencia de una sonda de pH, al acumularse en el interior de las
vesiculas en presencia de un gradiente de pH, acido en el interior (Bennett y Spanswick,
1983). En este trabajo se ha utilizado el ACMA, por la sensibilidad de esta sonda a
pequefios cambios intravesiculares de pH (Rottenberg y Moreno-Sanchez, 1993; Burgos
y Donaire, 1996). Para medir la extincion de la emision de fluorescencia del cromdéforo
ACMA se utilizéd un espectrofluorimetro marca Shimadzu, modelo RF 540, provisto de
sistema de agitacion magnética y termostatizacion, en el que se fijaron las siguientes
condiciones para el ACMA: Aexe 415 nm, Aem 485 nm, como longitudes de onda a las
cuales se obtuvieron las fluorescencias méaximas de emision y excitacién, con la sonda

disuelta en etanol.

La actividad transportadora de H* asociada a la H'-ATPasa de plasmalema se
defini6 como la fraccién del transporte de H* inhibible por 600 puM vanadato. Las
vesiculas de membranas (100 ug de proteinas microsomales 6 15-50 ug de proteinas de
plasmalema) se preincubaron durante 10 min a 27 °C en 1 ml de medio de reaccion
conteniendo 50 mM BTP-MES, pH 6.5, 100 mM KNO3;, 1 uM ACMA, 5 mM ATP-BTP,
250 mM sacarosa y 1uM valinomicina, iniciandose la reaccion por adicion de 5 mM

MgSOQ, y determinandose el transporte de H" asociado a la ATPasa de plasmalema
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como la diferencia de extinciéon de la fluorescencia del ACMA, a pH 6.5, en ausencia y

presencia de 600 uM de vanadato.

En funcién del registro grafico obtenido, se calcularon los siguientes parametros
que definieron la actividad bombeadora de H" en las vesiculas de membrana (Bennett y
Spanswick, 1983):

Velocidad inicial de extinciéon (VQi): definida por la pendiente inicial de la curva de
extincion de fluorescencia. La velocidad se calcula como el cociente entre la
emision inicial Fo (100 %, en unidades arbitrarias) y el tiempo (1) necesario para
que dicha emision se extinga por completo a la velocidad inicial que marca dicha

pendiente (VQi = Fo/t). VQi es expresado como % Q min™.

Velocidad especifica de extincion de fluorescencia (VQs): corresponde a la
velocidad inicial expresada por mg de proteina (VQs=VQi mg-1 proteina) y se

expresa como % Q min-1 mg-1 proteina.

Extincion maxima de fluorescencia (Qmax): representa la proporcién de emision
extinguida (F) respecto a la emision inicial (Fo) y se expresa en porcentaje
(Qmax=F/Fo x 100).

Razén H* extruidos / ATP hidrolizado: representa un indice estequiométrico de la
reacciéon enzimatica catalizada por la H'- ATPasa y fue calculado como el
cociente entre la velocidad especifica de extincion de fluorescencia (A Va — VQs)

y la actividad fosfohidrolitica de la enzima sensible a vanadato (AVa — ATPasa).
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E.5. Deteccion inmunolégica de la H'- ATPasa de plasmalema

E.5.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Se incubaron 25 pg de proteinas microsomales o 12.5 ug de proteinas de
vesiculas de plasmalema a 30 °C durante 30 min en 100 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1% SDS,
2% glicerol, 10 mM DTT, 0.00125 % azul de bromofenol, 4 mM PMSF y 100 pg.ml'1 de
quimostatina. La separacion de las proteinas solubilizadas se llevé a a cabo en geles de
poliacrilamida utilizando un equipo Mini-Protean™ de Bio-Rad para gelesde 8 x 7cmy 1
mm de espesor (5 cm de gel de resolucion y 2 cm de empaquetamiento) (Laemmli,
1970). El gel de resolucion se prepard utilizando 10 % (p/v) de la mezcla
acrilamida/bisacrilamida (30:0.8, p/p), 375 mM Tris-HCI, pH 8.8, 0.1 % (p/v) SDS, 0.05 %
(p/v) persulfato amonico y 0.05 % (v/v) TEMED, y como gel de empaquetamiento una
solucién al 4 % (p/v) acrilamida/bis, 125 mM Tris-HCI, pH 6.8, 0.1 % (p/v) SDS, 0.05 %
(p/v) persulfato amoénico y 0.1 % (v/v) TEMED.

En cada pocillo se cargaron 25 pug de proteinas solubilizadas en tampén de
Laemmli de cada una de las muestras y de los patrones de peso molecular conocido. La
electroforesis se llevé a cabo en tampdn constituido por 25 mM Tris, 192 mM glicina y 0.1
% SDS a temperatura ambiente, y a voltaje constante de 100 V, detuviéndose una vez
que el frente de azul de bromofenol llegé a 0.5 cm del borde inferior del gel. Para el
analisis del perfil protéico, uno de los geles se tifid con Coomassie, y otro se
electrotransfiri6 a una membrana de nitrocelulosa para proceder al inmunoensayo con

anticuerpos especificos.

Para el revelado de las diferentes bandas de proteinas, los geles se fijaron y
tiferon directamente con 0.25 % (p/v) Coomassie Brillant Blue R en metanol:acido
acético:agua (40:10:50, v/v/v), durante 1-2 h en agitacion, y se destifieron durante 3-5 h

con metanol:acido acético:agua (40:10:50, v/v/v).
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E.5.2. Electrotransferencia e inmunodeteccion de la H*-ATPasa de plasmalema

Finalizado el desarrollo electroforético, las proteinas se electrotransfirieron de los
geles a membranas de nitrocelulosa (0.45 pym de tamafio de poro, Bio-Rad), siguiendo
esencialmente el método de Towbin y col., (1979). Los geles a transferir, membranas de
nitrocelulosa, papeles de filtro, y demas componentes del sandwich de transferencia, se
incubaron en tampoén de transferencia constituido por 0.01 M CAPS, pH 11.0y 10 % (v/v)

metanol.

La electrotransferencia se llevé a cabo en el sistema Mini Trans-Blot™ de Bio-Rad
a voltaje constante de 100 V durante 1 h a 4°C. Posteriormente, tras un breve lavado con
agua destilada, las membranas de nitrocelulosa se tifieron reversiblemente con Pongeau
S (0.1 % (p/v) en 1 % (v/v) acido acético), para visualizar y sefialar los patrones de peso
molecular, y las membranas, lavadas con agua destilada para eliminar el colorante, se
procesaron inmediatamente para el inmunoensayo. Para evaluar la eficacia de la

transferencia, el gel electrotransferido se tifid con Coomassie.

Las membranas de nitrocelulosa con las proteinas transferidas se incubaron
durante 90 min a temperatura ambiente con medio TBSL compuesto por 20 mM Tris-HCI,
pH 7.6, 150 mM NaCl y 0.2 % (p/v) de leche en polvo desnatada, para bloquear las

uniones inespecificas del anticuerpo a la membrana de nitrocelulosa.

La deteccién de la proteina antigénica correspondiente a la ATPasa de la
membrana plasmatica se llevd a cabo incubando a 4 °C durante 12-15 h en agitacion con
anticuerpos policlonales de conejo frente al extremo carboxilo terminal (aminoacidos 851-
949) de la ATPasa de plasmalema de Arabidopsis thaliana, a una dilucién de 1:700 en
TBSL. Los anticuerpos, obtenidos segun describen Parets-Soler y col., (1990) fueron

amablemente cedidos por Dr. Ramén Serrano, Universidad Politécnica de Valencia.

Una vez finalizada la incubaciéon con el anticuerpo primario, las membranas se
lavaron 3 veces durante 5 min con TBSL, para eliminar tanto el exceso de anticuerpo no
fijado como el fijado de forma inespecifica. Posteriormente, para revelar las bandas

correspondientes al anticuerpo primario fijado a la proteina, las membranas se incubaron
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3 h con anticuerpo secundario (anti IgG de conejo, Promega) ligado a la fosfatasa
alcalina, diluida 1:5000 en TBSL. Tras un doble lavado con TBSL, para eliminar el
exceso de anticuerpo secundario, y un lavado rapido con el tampén de la fosfatasa
alcalina, tampén Tris-HCI 100 mM pH 9.0, 100 mM NaCl y 5 mM MgCl,, el revelado de la
reaccion de la fosfatasa alcalina se llevé a cabo utilizando los sustratos cromogénicos
BCIP (33 pg ml'1) y NBT (16.5 ug ml'1) en el tampdn correspondiente, desarrollandose el

color a la oscuridad y a temperatura ambiente.

La reaccién se detuvo por lavados con agua destilada, y se procedié al secado de
la membrana y su registro con la ayuda de un analizador de imagen Gel Doc System,
Bio-Rad. Finalmente, los contenidos relativos de proteina antigénica en las membranas
de nitrocelulosa se determinaron por densitometria mediante el programa Quantity One
de Bio-Rad.

E.6. Estudio de la expresion de transportadores i6nicos de membranas
E.6.1. Hibridacion por Northern

Los niveles de expresion de los genes que codifican para las proteinas
transportadoras de iénes que se indican a continuacion, se determinaron a partir del ARN
total de los callos controles y transgénicos, mantenidos en presencia o ausencia de
NaCl, por hibridacion en Northern-blot.

E.6.1.1. Sondas de ADNCc utilizadas
Se han utilizado las siguientes sondas homdlogas de ADNc:

v" Fragmento de ADNc de 0.55 kb, correspondiente a la pirofosfatasa vacuolar de
tomate, obtenido por RT-PCR y clonado por extremos cohesivos en el plasmido
pGEM-T (Kerkeb, 2000) (cedido por el Dr. A. Belver, Estacién Experimental del
Zaidin-CSIC, Granada).
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v" Fragmento de ADNc de 0.77 kb, correspondiente a la subunidad A (70 kD) de la
V-H*-ATPasa vacuolar de tomate, obtenido por PCR a partir de una genoteca de
pelos radiculares de tomate, construida en el vector fagémido AZAP I
(Stratagene) (Bucher y col. 1997) y, posteriormente, clonado en el sitio EcoRV
del plasmido pSTBIlue-1 (Kerkeb, 2000) (cedido por el Dr. A. Belver, Estacién
Experimental del Zaidin-CSIC, Granada).

v Fragmento de ADNc de 0,72 Kb, correspondiente a la subunidad C de la V-H'-
ATPasa vacuolar de tomate (cedido por el Dr. K. Bradford U.C. Davis, California).

v" Fragmento de ADNc de 0,237 Kb, correspondiente a la isoforma LHA4 de la H*
ATPasa de plasmalema (cedido por la Dra. N. Ferrol Estacion Experimental de
Zaidin-CSIC, Granada).

E.6.1.2. Extraccion de ARN total de los callos

La extraccién de ARN total de los callos de tomate, previamente congelados en N,
liquido y almacenado a -70 °C, se llevé a cabo por el método de Logemann y col.,
(1987). El tejido se homogeneizé6 en mortero de porcelana con N, liquido hasta la
obtencién de polvo fino, se paso6 el material a un tubo de centrifuga de 13 ml, se afadio
tampén de extraccion (0.5 ml. g'1 peso fresco) conteniendo 8 M hidrocloruro de
guanidina, 20 mM MES, pH 7.0, 20 mM EDTA, 50 mM B-mercaptoetanol y mezcla
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) (0.5 mI.g'1 peso fresco), agitandose
vigorosamente durante 15 min. EI homogeneizado resultante se centrifugé a 15.000 g
durante 15 min (Sorvall, rotor SS-34), se transfirié la fase superior acuosa a un nuevo
tubo, se le adicionaron 700 pl de etanol y 200 pl de acido acético 1M, ambos por ml de
fase acuosa, para la precipitacién selectiva de ARN total, incubandose el conjunto toda la
noche a -20 °C. La mezcla se centrifugd durante 15 min a 15.000 g y el sedimento
obtenido se lavo 2 veces con 1 ml de acetato potasico 3M, pH 5.2, para disolver los
polisacaridos contaminantes, centrifugandose una vez mas durante 10 min a 15.000 g.
Se adicioné al sedimento 1 ml de etanol al 70 % en agua-DEPC, se agit6 durante 5 min y
se centrifugd a 15.000 g. El sedimento obtenido, conteniendo el ARN total, se centrifugo
a vacio en speed vacuum, para eliminar trazas de etanol, y se disolvié en un volumen
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reducido de agua-DEPC por calentamiento a 56 °C, almacenandose a -70 °C hasta su

utilizacioén posterior.

La cuantificacién y determinacion del grado de pureza del ARN obtenido se realizé
mediante el registro del espectro de absorbancia entre 230 y 320 nm (Shimadzu, mod.
UV 160) en una alicuota de la preparacion de ARN total diluida 100 veces, teniendo en
cuenta que la Ayxsp=1 corresponde a una concentracion de 40 ug ARN total por ml. Todas
las preparaciones de ARN tuvieron una razoén Axeo/Azse superior a 1.8 y Axso/Azzp Superior

a 2.0, indicando minima contaminacion por proteinas y polisacaridos, respectivamente.

E.6.1.3. Marcaje de las sondas de ADNc con **P-dCTP por cebamiento al azar

Tras desnaturalizaciéon por calentamiento a 100 °C durante 5 min, las sondas de
ADNc se marcaron con 5 pl de o-">P dCTP (3000 Ci mmol”) durante 10 min a 37 °C
utilizando el método de cebamiento al azar (random priming) (Sambrook y col. 1989), y el
kit rediprime™Il (Amersham Pharmacia Biotech), siguiendo las instrucciones del

fabricante, es decir 25 ng de sonda en 45 nl de TE.

Los fragmentos marcados con p se purificaron por centrifugacion en Mini Quick
SpinTM columns (Boehringer) que contenia Sephadex G-50 en tampon 10 mM Tris-HCI,
pH 8.0, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl (STE).

E.6.1.4. Separacién del ARN en geles desnaturalizantes de formaldehido

Se ha seguido el protocolo descrito por Sambrook y col., (1989) con algunas
modificaciones. Para ello 10 ug de ARN total se disolvieron en 35 ul de tampén de
muestra conteniendo 6.0 % (v/v) de formaldehido, 1 x tampén MAE (20 mM MOPS, pH
7.0, 8 mM acetato sédico, 1 mM EDTA), 5.0 % (v/v) glicerol, 5.0 % (v/v) formamida
desionizada, 0.04 % azul de bromofenol y 0.5 % ug ml™ bromuro de etidio, incubandose
10 min a 65 °C. Tras enfriar las muestras en hielo, se cargaron en un gel de agarosa al

1.25 % (p/v) en 1 x MAE, conteniendo formaldehido al 1 %, y se desarrollé a 7.5 V cm”,
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durante 2 h, en tampdn 1 x MAE. Tras el desarrollo electroforético, el gel se lavo con
agua-DEPC, y posteriormente, 2 x 20 min en 2 x SSC (0.3 M NaCl, 30 mM citrato sddico,
pH 7.0) para eliminar el formaldehido, tras lo cual el ARN se visualizdé en el gel por
iluminacién UV, (fotografiandose en un analizador de imagen Gel Doc System, Bio-Rad),
para comprobar que se cargaron en el gel cantidades idénticas de ARN y no existia

degradacion.

E.6.1.5. Transferencia del ARN a filtros de nylon

Para la hibridaciéon Northern (Sambrook y col. 1989), el ARN se transfirid por
capilaridad a membranas de nylon (Hybond™ N*, 0.2 um de poro, Amersham, Life
Science), en 20 x SSC (3 M NaCl, 0.3 M citrato sdédico, pH 7.0), durante 12-16 h. El
sistema de transferencia se formé de abajo a arriba, sobre un soporte de cristal, con los
siguientes componentes: papel Wathman 3 MM humedecido en el liquido de
transferencia, el gel, la membrana de nylon, papel Wathman 3 MM (todos ellos cortados
al mismo tamarno que el gel y previamente mojados en 2 x SSC), y una pila de unos 5-7
cm de servilletas de papel, también cortadas al mismo tamaro del gel. Sobre el conjunto
se colocé una placa de vidrio con un peso de 500-800 g. Finalizada la transferencia, la
membrana se lavé con 2 x SSC, y el ARN se fijo covalentemente a la membrana en

horno de vacio a 120 °C durante 30 min entre piezas de papel Wathman 3 MM.

E.6.1.6. Condiciones de hibridacion

Para todas las sondas, la hibridaciéon se llevé a cabo por el método del PSE
(Church y Gilbert, 1984). Inicialmente, las membranas se prehibridaron, durante al
menos 30 min a las temperaturas indicadas en la Tabla 2, con 0.3 ml cm con medio
PSE que contenia 7 % SDS, 0.3 M fosfato sodico, pH 7.2, y 1 mM EDTA.
Posteriormente, las membranas se hibridaron durante 10-16 h con 30 pl cm? de medio
PSE con sonda marcada. Tanto las temperaturas como los lavados (0.5 ml. cm'2) se

especifican en la Tabla 2 para cada sonda utilizada.
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Tabla 2. Condiciones de hibridacion y lavados de cada una de las sondas utilizadas en el
Northern-blot.

er o er
Tamafio | Prehibridacion | Hibridacién | | 1 lavado | 2 1 lavado | 3 1 lavado
(pb) 30 min (°C) (°C) 5 min 5 min 5 min
(°C) (°C) (°C)
55 55 55
LHA4 237 60 60 4xSSC | 4xSSC | 1xSSC
0,1% SDS | 0,1% SDS | 0,1% SDS
Pirofosfa- 65 65 65
taen 500 65 65 4x SSC | 4xSSC | 0,4x SSC
0,1% SDS | 0,1% SDS | 0,1% SDS
65 65 65
S:‘prgs‘;' 723 65 65 4xSSC | 4xSSC | 0.4xSSC
0,1% SDS | 0,1% SDS | 0,1% SDS
65 65 65
SA‘T'“P:S‘;' 777 65 65 4xSSC | 4xSSC | 0.4x SSC
0,1% SDS | 0,1% SDS | 0,1% SDS
55 55 55
LeNHX 2 | 500 60 60 4xSSC | 4xSSC | 0.4xSSC
0,1% SDS | 0,1% SDS | 0,1% SDS

E.6.1.7. Deteccion y cuantificacion de los niveles de expresion génica

Cada membrana se envolvié en papel de plastico transparente y se introdujo en un

casete de Autoradiografia,

conteniendo

una

pelicula

HyperfiImT'VI y pantalla

intensificadora (Dupont), exponiéndose 1-5 dias a —70 °C. Para el revelado de la pelicula

se procedio:

v Al revelado durante 0-1 min a 25 °C con revelador y regenerador G150 (AGFA).
v A la fijaciéon durante 10 min con fijador radiografico G350 (AGFA).
v" Al lavado final durante unos min con agua del grifo.

v Al secado de la pelicula al aire.
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Finalmente la pelicula fue digitalizada en un analizador de imagen (Gel Doc System,
Bio.Rad) vy alternativamente, los filtros se expusieron en pantallas de
Phosphorimager (Bio-Rad Molecular Imagen System) y las sefiales de hibridacién se
registraron en un Analizador de Phosphorimager (Bio-Rad Molecular Imagen
System). Los niveles de expresion génica para cada muestra, se cuantificaron
midiendo la intensidad de la banda en relacién a la intensidad de hibridacion del gen
constitutivo 18S ribosomal de tomate, mediante el programa Quantity One de Bio-
Rad.

E.6.2. Estudios de expresion mediante RT-PCR en tiempo real

Esta técnica se utiliz6 para determinar la expresion diferencial de algunos
transportadores de membrana, tanto en callos de tomate controles y transgénico
mantenidos en ausencia y presencia de 100 mM de NaCl. La extraccion de ARN total se
llevé a cabo mediante extraccion por columnas de “Qiagen” RNeasy Plant Mini Kit,

obteniéndose un ARN puro, libre de ADN.

E.6.2.1. Obtencion de ADNc a partir de ARN total por RT- PCR. Transcripcion

inversa del ARN

La primera hebra de ADNCc se sintetizd a partir del ARN total extraido de los callos
de tomate, utilizando como cebador el propio cebador reverso especifico del gen a
cuantificar y el enzima transcriptasa inversa del virus de la mieloblastosis de ave (AMV-
RT) (Sigma).

Previo a la reaccién de RT, se incub6 durante 10 min a 77.5 °C, 1 ug de ARN total
en presencia de 0.5 mM de cada uno de los dNTPs y 3.5 uM del cebador random
nonamers. Tras breve enfriamiento en hielo, se afiadié tampén 1 x de AMV-RT (50 mM
Tris-HCI, pH 8.3, 40 mM KCI, 8 mM MgCl,, 1 mM DTT), 0.25 U ;.LI'1 inhibidor de ARNasas
y05U ul'1 AMV-RT, en un volumen total de 20 pl. La reaccion se llevé a cabo a 25 °C

durante 15 min y, posteriormente, a 48 °C durante 50 min.
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E.6.2.2. PCR en tiempo real

El método se basa en la deteccién de fluorescencia, proporcional a la cantidad de
producto de PCR formado. El proceso de monitorizacién se llevé a cabo mediante la
cuantificacion de la fluorescencia emitida por SYBR Green (Molecular Probes), un
fluoréforo con capacidad para unirse a ADN de doble cadena, lo que permitié determinar

la cantidad de la secuencia "blanco" amplificada durante la PCR.

La poblacion de primeras hebras de ADNc, obtenida por transcripcion inversa, se
utiliz6 como molde para amplificar por PCR los genes de interés. El medio de reaccion
de PCR (25 pl) incluia: 1 pl de la reaccién de transcripcion inversa, tampén de PCR (10
mM Tris-HCI, pH 8.0, 50 mM KCI, 0.05 % -p/v- gelatina), 200 uM de cada uno de los
dNTPs, 0.3 uM de los cebadores especificos, 3 mM de MgCl,, una diluciéon 1/5000 de
SYBR Green y 2.5 U de Tag ADN polimerasa platinum (Invitrogen). Cada muestra se
analizaba en tres diluciones diferentes con tres replicas de cada una, mas tres blancos
de muestra. El protocolo de amplificacion consistio en 3 min a 94 °C, 1 min a 94 °C, 1
min a 55 °C, 1 min a 72 °C (x45 ciclos), ahadiendo al final una curva de melting para
conocer la posible formacion de dimeros de cebadores. Esta curva se obtuvo midiendo la
fluorescencia durante el incremento de temperatura, 1 grado por minuto entre 0 y 100 °C.
Como la temperatura a la que la doble cadena de ADN se separa en cadenas simples
depende de su tamano, se observa una disminucion de la fluorescencia al subir la
temperatura que se corresponde con la separacion de cadenas dobles de ADN de
fragmentos cada vez mas grandes. Finalmente se analiza el logaritmo de la pérdida de
fluorescencia frente a los grados de temperatura, obteniendo picos en aquellas
temperaturas donde se hayan separado cadenas de ADN. Los dimeros de cebadores se
caracterizan por la formacion de un pico a baja temperatura debido a su pequefo

tamarnio.
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Posteriormente, para la cuantificacion de los genes estudiados, se determinaron
los ciclos a los que amplifica cada muestra denominados c; (threshold cycle: ciclo
umbral). El ¢; se corresponde con el punto de corte de cada curva con la linea umbral, la
cual se establece en un rango de fluorescencia por encima del fondo y la fase
estacionaria de amplificacion en la zona mas paralela de las curvas. Finalmente cada

gen se relativizé con el ribosémico 18S de cada muestra (Bustin, 2002):

¢t muestra — ¢ ribosémico 18S = Ac muestra

Ac muestra — Ac; muestra control = N; MN=x

El valor X corresponde a la razén cantidad de ADN muestra / ADN control.
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Resultados

A. OBTENCION DE CALLOS DE TOMATE TRANSGENICO

Como se indico en el apartado de material y métodos (C.1) la obtencién de callos
de tomate transgénicos en calcineurina de levadura se realizé en varias etapas, las
cuales incluyen desde la transformacion de los cotiledones hasta la aparicion de los

callos.

La infeccion con Agrobacterium tumefaciens se utiliz6 como herramienta
genética para transformar las células de tomate con los genes de la calcineurina de
levadura, mediante el sistema vector binario para la coexpresion de una subunidad
truncada y constitutivamente activada de la subunidad catalitica y la subunidad
reguladora de dicha proteina. Una vez introducido el plasmido en E. coli para su
multiplicacion y para la produccion de un stock bacteriano, se aisl6 el plasmido de E. coli
y se transformé la cepa de Agrobacterium tumefaciens, LBA4404, mediante la técnica de
electroporacién descrita en material y métodos (apartado B.1.2.), obteniéndose el cultivo
de Agrobacterium tumefaciens, posteriormente utilizado para la infeccién, del que se

genero un stock.

En un primer intento se utilizaron suspensiones celulares de tomate,
comprobandose que la proliferacion de Agrobacterium tumefaciens en el medio de
cultivo de estas suspensiones celulares era incontrolable, incluso en presencia de
antibiéticos del tipo de la carbenicilina o cefotaxima, a los que esta bacteria es sensible.
Tras muchos intentos, se obtuvieron células de tomate transformadas infectando los
cotiledones, a partir de los cuales se regeneraron plantulas transformadas en medio de
regeneracion de tallo y, finalmente, se obtuvieron callos transformados de los explantos

de los tallos transformados.
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A.1. Regeneracion de plantula a partir de cotiledones transformados con pBtCan

A partir de los cotiledones transformados se obtuvieron tallos después de 4 a 6
semanas en medio de seleccion suplementado con kanamicina (Figura 1, T). Aunque
también se regeneraron pequerios tallos a partir de cotiledones no transformados, éstos
eran incapaces de seguir creciendo en el medio de seleccion con kanamicina (Figura 1,
NT).

Figura 1. Regeneracion de plantulas a partir de cotiledones de tomate transformados
con pBTCaN. Los tallos se regeneraron mediante cultivo de cotiledones no
transformados (NT) y transformados (T) en MRT suplementado con 50 upg/ml de

kanamicina.
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En la Figura 2 se muestra el resultado del andlisis mediante PCR de la presencia
de las subunidades CNAtr y CNB de la calcineurina de levadura en el ADN gendémico de
hojas jovenes de las plantulas de tomate transformadas. Se detectd la presencia de
estas subunidades en 8 de las 10 plantulas estudiadas. Asimismo, quedoé confirmada la
ausencia de contaminacién bacteriana en las plantulas transformadas tras comprobar
por PCR la ausencia del gen Vir-D.

1300 pb CNA
CNB
500 pb VirD
500 pb I;{ébsosomlco

Contol A D E F G H I J K M

Figura 2. Analisis por PCR del ADN gendmico de plantulas de tomate transformadas
con pBTCaN. Deteccion de los genes CNAtr, CNB, VirD y de la subunidad 18 S
ribosbmica de tomate, en las plantulas transformadas (A-M) y en las plantulas controles,

no transformadas.

77



Resultados

A.2. Obtencidn de callos a partir de tallos transformados

La callogénesis se indujo a partir de explantos de tallos, en presencia de

kanamicina. Unicamente formaron callos los explantos procedentes de los callos

transformados y no de los controles (Figura 3).

Figura 3. Obtencion de callos por incubacion de explantos de tallos de plantulas no
transformadas y transformadas en medio de callogénesis suplementado con 25 ug/ml de
kanamicina (A). Callo obtenido tras sucesivos cultivos en medio de multiplicacion

suplementado con 25 ug/ml de kanamicina (B).
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Aunque algunos de los explantos transformados no formaron callo, siendo
considerados falsos positivos, si lo hicieron todos los explantos procedentes de tallos de
las plantas regeneradas E, H y J. Asi, de las tres plantas diferenciadas se obtuvieron un
total de doce lineas de callos, E: L1, H: L2, L3, L4, L5, L6 y J: L7, L8, L9, L10, L11 y L12
algunas de las cuales no sobrevivieron mas alla del segundo o tercer subcultivo,
manteniéndose tras varias generaciones, tan soélo ocho lineas transformadas, E: L1, H:
L2, L5y L6y J: L7, L8, L9yL12. De forma habitual, los callos transformados se aislaron
y se subcultivaron en medio fresco con una periodicidad de tres semanas, hasta generar

masa suficiente para poder llevar a cabo estudios posteriores de caracterizacion.

A.3. Analisis de la transformacion

Como primer paso, en los callos transformados se confirmé la presencia de
CNAtr y CNB, asi como la ausencia del gen Vir-D en su ADN gendmico, para descartar
contaminacion bacteriana. El analisis por PCR demostré la integracion de la calcineurina
de levadura en el genoma del tomate (Figura 4).

~ N ™ w0

Figura 4. Analisis por PCR del ADN
genémico de callos de tomate
transformados con pBTCaN. Deteccion
de los genes CNAtr (A), CNB (B), VirD
(C) y de la subunidad 18 S ribosémica
de tomate (D), en el Vector pBTCaN
(1), en los callos transformados (2 y 3),
en los callos controles no
transformados (4), y en el ADN de A.
tumefaciens LBA4404 transformado
con pBTCaN (5).

CNA

CNB

18S
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Para su funcionalidad, el cultivo transgénico debe incorporar a su genoma el
transgen y posteriormente expresarlo. Para verificar estos requerimientos, tras
comprobar la presencia de las dos subunidades de CaN en el ADN genémico de los
callos transformados (Figura 4), se estudiaron, por RT-PCR a partir del ARN total, los
niveles de expresion de ambas subunidades, CNAtr y CNB, en diferentes lineas de
callos transgénicos, refiriendo la cuantificacion al ribosémico 18S (Figura 5 y 6). Como
puede observarse, los niveles de expresion son similares entre las distintas lineas de

callos siendo mas abundante la subunidad reguladora CNB en todos los casos.

Control L1 L2 L5 L8 L9 Vector

1300 pb CNA
500 pb — | ------ CNB
500 pb Ribosémico

18S

Figura 5. Visualizacion, en geles de agarosa, de la expresibn de los ARNm
correspondientes a las subunidades CNA y CNB de calcineurina.
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O CNA m CNB

nivel expresion %

Figura 6. Niveles de expresién de las subunidades CNA y CNB en diferentes lineas de

callos transgénicos; cuantificacion referida al ribosémico 18S.

A.4. Morfologia celular

La observacion de las células de tomate controles y transformadas con
calcineurina, ha mostrado que la transformacién conlleva una disminucién del tamano
celular, un mayor grado de elongacioén y la aparicién de septos que dividen la célula en
multiples compartimentos (Figura 7).

81



Resultados

Figura 7. Observacion al microscopio 6ptico de células de tomate controles (C) y

transgénicas (T).
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B. ESTUDIOS FISIOLOGICOS A NIVEL DE CALLOS

B.1. Crecimiento celular y analisis del contenido i6nico

Teniendo en cuenta que la inhibicién del crecimiento es uno de los primeros
efectos que se manifiestan en plantas ante un estrés salino o hidrico (Serrano, 1996), en
cuatro de las lineas celulares transgénicas obtenidas se realizaron estudios de
crecimiento, como parametro indicativo de tolerancia a la sal. El analisis del peso fresco
y del indice de crecimiento relativo durante 5 semanas, demostré una ligera inhibicién del
crecimiento en los callos transgénicos frente a los controles en ausencia de NaCl (Figura
8). El tratamiento con 100 mM de NaCl inhibié el crecimiento de ambos tipos de callos,

siendo mas drastica, esta inhibicion, en el caso de los callos controles (Figura 9).

120
100
@ 80 —e— control
§ —m— L1
2 60 L8
§ L5
o 40 —%—L2

N
o
|

20 30 40 50
Tiempo (dias)

Figura 8. Crecimiento, expresado como gramos de peso fresco, de callos de tomate. Los
resultados son la media + DE de 4 repeticiones independientes con los pardmetros

determinados por duplicado.
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70

—e— control+100

—=— L1+100
L8+100
L5+100

Peso fresco (g)

—%— L2+100

20 30 40 50

Tiempo (dias)

Figura 9. Crecimiento de los callos de tomate, expresado como gramos de peso fresco,
mantenidos durante 5 semanas en presencia de 100 mM de NaCl. Los resultados son la

media £ DE de 4 experimentos independientes con los parametros determinados por

duplicado.

Tabla 1. indice de Crecimiento Relativo (ICR) de los callos controles y transgénicos,

desarrollados en ausencia y presencia de 100 mM de NaCl.

ICR
NaCl mM Cc L1 L2 L5 L8
0 12,6 11,59 9,46 10,6 10,12
100 4,71 7,05 6,17 7,22 6,47
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El ICR mostré una inhibicion en los callos transgénicos (35%) y, sobre todo, en

los callos controles (62%), sometidos a un estrés por 100 mM NaCl (Tabla 1).

El hecho conocido de que, en las células vegetales, el mantenimiento de la
homeostasia i6nica se ve afectado por el estrés salino (Niu y col.; 1995, Datta y col.;
1996), unido a la constatacion de que la calcineurina es un regulador de la homeostasis
idnica en levaduras (Mendoza y col., 1994), llevé a realizar un analisis del contenido
intracelular de Na*, K*, Ca®* y CI' en los callos de tomate controles y transgénicos en

dicha proteina fosfatasa.

Los resultados obtenidos muestran que los contenidos de Na* y CI” en los callos
controles y transgénicos son similares (Figura 10), mientras que en el caso del ca® y el
K", los callos transgénicos acumulan mas cantidad de estos iones. Tras un estrés por
100 mM NaCl es observable un fuerte incremento de Na* y de CI" en ambos tipos de
callos, aunque en el caso del CI" el incremento es inferior en los callos transgénicos. Del
mismo modo, también en presencia de 100 mM de NaCl los callos transgénicos
acumulan mas cantidad de Ca** y K" que los controles. De ello se deriva una razén
K'/Na" significativamente mayor en los callos transgénicos que en los controles (Tabla
2). Por otra parte, la sobreexpresion de calcineurina de levadura no alteré el contenido
hidrico de los callos de tomate, mientras que este pardmetro se vio significativamente
reducido tanto en callos controles como transgénicos desarrollados durante 5 semanas
con 100 mM NaCl (Tabla 3).
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Figura 10. Contenido iénico, expresado en g.100 g'1 peso seco, de callos de tomate
controles y transgénicos en calcineurina de levadura cultivados durante 5 semanas en
presencia y ausencia de 100 mM de NaCl. Los resultados son la media + D.E de 6

experimentos independientes.
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Tabla 2. Razén K'/Na® en callos de tomate controles y transgénicos en calcineurina de

levadura mantenidos durante 5 semanas en presencia y ausencia de 100 mM NaCl. Los

resultados son la media + DE de 6 experimentos independientes.

Tratamiento

Control
Control + 100 mM NaCl
Transgénico L1
L1 + 100 mM NaCl
Transgénico L2
L2 + 100 mM NacCl
Transgénico L5
L8 + 100 mM NaCl
Transgénico L8
L9 + 100 mM NacCl

K*/Na*

8.30
0.75
10.92
0.90
10.66
0.98
10.44
0.96
10.2
0.88

Tabla 3. Peso fresco, peso seco y porcentaje de peso seco frente a peso fresco de

callos de tomate controles y transgénicos mantenidos durante 5 semanas en presencia y

ausencia de 100 mM NaCl. Los resultados son la media + DE de 6 experimentos

independientes.

Tratamiento

Control
Control + 100 mM NaCl
Transgénico L1
L1+ 100 mM NaCl
Transgénico L2
L2 + 100 mM NacCl
Transgénico L8
L8 + 100 mM NacCl

Peso fresco

(9)
36.17 + 6.85
13.26 + 1.62
30.15 + 4.78
19.93 + 4.86
27.79 + 2.50
17.00 + 3.15
25.19 + 3.37
17.65 + 1.74

Peso seco

(9)
0.94 +0.24
0.58 + 0.05
0.77 +0.12
0.87 +0.09
0.76 +0.12
0.79 + 0.10
0.73 +0.07
0.80 +0.22

% PSIPF

2.59
4.40
2.55
4.37
2.72
4.65
2.88
4.51
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B.2. Extrusion de H” por las células de los callos disgregados

Previo a los estudios llevados a cabo para determinar la actividad extructora de
H*, se observé que las células disgregadas de callos transgénicos acidificaban menos el
medio de reaccion que las controles (Figura 11). Es decir, las células transgénicas
funcionaban a un pH mas alcalino, tres décimas, aproximadamente, por encima de los

controles.

El transporte activo de iones y solutos a través de las membranas celulares de
plantas superiores esta dirigido por sistemas de transporte electrogénico de H" ubicados,
principalmente, en el plasmalema y en el tonoplasto (Serrano, 1985; Zhen y col., 1997;
Palmgren, 1998; Sze y col.,, 1999). De la actuacion de estos sistemas se deriva la
creacion de una diferencia de potencial eléctrico a través de estas membranas y una
diferencia de pH, de forma que el gradiente electroquimico generado por el bombeo de
H', constituye la fuerza motriz para el trasporte de los diferentes iones y solutos,
mediante una serie de transportadores secundarios ubicados en estas estructuras (Saez

col., 1999), tal y como predice la teoria quimiosmaética de Mitchel (Mitchel, 1976).

8,0

7,6

7,2

pH

—&— Transgénicos
6,8 —ill— Controles

6,4

6,0 ‘ ‘ ‘

Tiempo (horas)

Figura 11. Cambios en los valores de pH a lo largo del tiempo, inducidos por células de
tomate controles y transgénicas en calcineurina de levadura. Los resultados son la media

+ DE de 4 experimentos independientes.
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Teniendo en cuenta que calcineurina regula la homeostasis i6nica en levaduras
al actuar sobre sistemas que transportan iones, (Na*, H" y Ca®), en este trabajo hemos
investigado la actividad extructora de H* por células de callos de tomate controles y
transgénicos en calcineurina de levadura, mantenidas en ausencia y presencia de 100
mM NaCl en el medio de reaccién. Debido a la diferencia de comportamiento entre los
callos controles y transgénicos con respecto al pH del medio utilizamos un pH de 7.3
para la determinacién de la capacidad de extrusién de H*. En estas condiciones se
observé una significativa menor extrusion en las células de callos transgénicos con

respecto a los controles (Figura 12).

—&— Controles —l— Transgénicos ‘

yeq H+ extruidos. g-1 PF

Tiempo (horas)

Figura 12. Extrusion de H' por células de callos de tomate disgregados controles y
transgénicos. Los resultados, expresados como flujo acumulativo de peq H”. g'1 de peso
fresco, son media de 4 experimentos independientes que no difieren en mas de un 10%

del valor medio (pH de medida 7.3).
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Tras una hora de incubacion de las células en el medio de reaccion, la adiciéon de
100 mM de NaCl provocé un incremento significativo de la actividad extructora de H* en
ambos tipos de células, aunque la activacién fue inferior en las células procedentes de
callos transgénicos (Figura 13). Asi mismo, mientras que en las células de callos control,

la activacion por 100 mM NacCl fue inmediata, en las transgénicas el incremento fue mas

ralentizado.
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Figura 13. Capacidad de extrusién de H* por células de tomate procedentes de callos
controles y transgénicos mantenidos durante la primera h en el medio estandar de
reaccion, al que se anadid, posteriormente, 100 mM NaCl. Los resultados, expresados
como flujo acumulativo de H". g'1 de peso fresco, son media de 4 experimentos
independientes que no difieren en mas de un 10% del valor medio.
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La adicidon al medio de reaccion de 0,5 uM fusicocina, una toxina fungica que
activa especificamente el enzima H'-ATPasa de la membrana plasmatica, incremento6

significativamente la extrusién de H* por las células disgregadas de callos transgénicos
y, sobre todo, controles (Figura 14).
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Figura 14. Efecto de la adicion de 0,5 uM de fusicocina al medio de reaccion sobre la
capacidad de extrusién de H* por células de callos de tomate controles y transgénicos.
Los resultados, expresados como flujo acumulativo de H”. g'1 de peso fresco, son media
de 4 experimentos independientes y de varias lineas transgénicas, que no difieren en
mas de un 10% del valor medio.

La Tabla 4 muestra un resumen de los valores numéricos correspondientes a la
actividad extructora de H* de células de tomate disgregadas de callos controles y
transgénicos en calcineurina de levadura, en funcion del pH del medio de reaccion, del
estrés por 100 mM de NaCl y de la adicién de fusicocina.
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Tabla 4. Valores de velocidad media de extrusion de H por células disgregadas de
callos controles y transgénicos en funcion del pH, de un estrés de 100 mM de NaCl y
0,5uM fusicocina. Los resultados, expresado en peqH". g'1 PF.h"", son la media + DE de

4 experimentos independientes.

eqH’.g"'PF.h"
Tratamiento B e
en el medio de reaccion L
Callos controles Callos transgénicos

pH7.0 0.47 + 0.01 0

pH7.3 0.76 £ 0.01 0.54 + 0.02
pH 7.3 + 100 NaCl 1.02 £ 0.03 0.73 +0.03
pH 7.3 + 0,5uM FC 1.42 +£0.11 1.01+£0.05

B.2.1. Determinacién del la viabilidad celular durante el tiempo de medida de la

actividad extructora H*

Para controlar la integridad de las células y tener seguridad de que la
acidificacion del medio de reaccion era debido a la actividad extructora de H* y no
provocada por una posible rotura celular tras varias horas sometidas a un estrés de 100
mM de NaCl, se tomaron muestras de células para la realizacion del test de reaccion
fluorocromatica (FCR). Los resultados demuestran que tanto las células controles como
transgénicas sometidas a 1 y 4 h de estrés salino mantenian una perfecta integridad de
sus membranas (Figuras 15 y 16). Solo a partir de la sexta hora de estrés sobre todo las
células controles iniciaban un claro deterioro al observarse la pérdida de fluorescencia
(Figura 17). En funcion de estos resultados, los experimentos de estrés salino en el
medio de medida de la actividad extrusora de H* se llevaron a cabo en un tiempo

maximo de entre 4y 5 h.
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SF F

Figura 15. Test de viabilidad después de 1 h en el medio de reaccion de la actividad
extructora de H* de células disgregadas de callos controles (C) y callos transgénicos (T)
sometidas a un estrés de 100 mM de NaCl. (F, células sometidas al test de viabilidad;

SF, células no sometidas al test de viabilidad).
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Figura 16. Test de viabilidad después de 4 h en el medio de reaccion de la actividad
extructora de H' de células disgregadas de callos controles (C) y callos transgénicos (T)
sometidas a un estrés de 100 mM de NaCl. (F, células sometidas al test de viabilidad;

SF, células no sometidas al test de viabilidad).
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SF F

Figura 17. Test de viabilidad después de 6 h en el medio de reaccion de la actividad
extructora de H" de células disgregadas de callos controles (C) y callos transgénicos (T)
sometidas a un estrés de 100 mM de NaCl. (F, células sometidas al test de viabilidad;

SF, células no sometidas al test de viabilidad).
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C. ESTUDIOS BIOQUIMICOS

En levaduras la calcineurina afecta a la homeostasis idnica mediante la
regulacion transcripcional y postranscripcional de transportadores i6nicos de Na*, K*, H”
y Ca®, entre otras ATPasas de tipo P. En plantas, la H*-ATPasa de tipo P de la
membrana plasmatica es la principal responsable de la acidificacion del medio exterior,
un factor que se ve afectado en los callos transgénicos en calcineurina de levadura (ver
apartado anterior). Por esta razén hemos estudiado tanto la actividad como la cantidad
de la H*-ATPasa de la membrana plasmaética en los callos controles y transgénicos con
mas detalle. Asi mismo, hemos estudiado los niveles de expresion de otros

transportadores implicados en la homeostasis de Na*, K*, H" y Ca®".

C.1. Actividades de la H*- ATPasas a nivel de microsomas

El estudio de este objetivo, supuso inicialmente el aislamiento de la fraccion
microsomal de las células de callos de tomate controles y transgénicos en calcineurina
de levadura. Durante el aislamiento, las diferentes membranas celulares que componen
la fraccion de microsomas (plasmalema, tonoplasto, golgi y reticulo endoplasmatico)
pueden orientarse de forma natural o invertida. La utilizacion de detergentes (Brij-58)
durante la medida de la actividad, favorece la orientacién mayoritaria en su forma
invertida, lo que permite determinar las actividades H-ATPasas total y latente (ver
capitulo de Material y Métodos E.3.1), claramente diferenciadas de la actividad basal

definida como la actividad enzimatica en ausencia de detergente.

Para estudiar el efecto del estrés salino sobre las actividades H-ATPasa a nivel
de microsomas de callos controles y transgénicos en calcineurina de levadura, las
células disgregadas de los callos fueron incubadas durante 3 h en medio de composicion

idéntica al de multiplicacion, sin agar, conteniendo 100 mM NacCl.
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C.1.1. Cantidad de proteina microsomal

Los resultados mostrados en la Tabla 5, indican que el contenido en proteina en
las vesiculas microsomales obtenidas a partir de las células disgregadas no presenta
diferencias significativas entre los callos controles y transgénicos, ni en ningunas de

estas lineas de callos incubadas durante 3 horas con 100 mM de NaCl.

Tabla 5. Contenido en proteinas de la fraccidbn de microsomas aisladas de células
disgregadas de callos de tomate controles y transgénicos en calcineurina de levadura
incubadas durante 3 h en ausencia y presencia de 100 mM de NaCl. Los resultados,
expresados en mg de proteina. g " PF, son media + DE de 6 experimentos
independientes.

Tratamiento Proteinas (mg proteina. g” PF)
Control 0.21£0.03
Control + 100 mM NaCl 0.23 + 0.04
L1 0.26 + 0.05
L1+ 100 mM NaCl 0.28 £ 0.07
L8 0.26 + 0.04
L8 + 100 mM NacCl 0.28 + 0.05

C.1.2. Actividad fosfohidrolitica y transporte de H' dependiente de ATP en

microsomas

La actividad H'-ATPasa asociada a plasmalema en las vesiculas microsomales
de los callos transgénicos muestra una importante inhibicién con respecto a los callos
controles. Por otra parte, se observa un ligero incremento en presencia de un estrés de
100 mM de sal durante 3 horas con respecto a la ausencia del estrés tanto en los callos

controles como en los transgénicos. Asi mismo, los callos transgénicos muestran mas
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actividad de la H* -ATPasa asociada al tonoplasto tanto en ausencia como en presencia
de un estrés de 100 mM de sal (Tabla 6).

Tabla 6. Actividades H'- ATPasas de vesiculas microsomales aisladas de callos de
tomate controles y transgénicos en calcineurina de levadura incubados durante 3 h en
ausencia y presencia de 100 mM de NaCl. Los resultados, expresados en pmoles de Pi.

mg'1 de proteina. h™', son media + DE de, al menos, 4 experimentos independientes.

H*-ATPasa de H*-ATPasa de

Tratamiento plasmalema tonoplasto
AVa total ANO; total

Control 4.50+0.71 1.23%£0.16
Control + 100 mM NaCl 5.82+0.86 2.55%0.08
L1 3.3240.65 1.82+0.34

L1 + 100 mM NacCl 3.47+1.41 2.82+0.11
L2 2.76x0.70 1.96+0.34

L2 + 100 mM NaCl 3.14+0.79 2.79+0.47
L8 2.94+1.23 1.79+0.42

L8 + 100 mM NacCl 3.35+1.20 2.81+0.23

El estudio del transporte de H" dependiente de ATP mediado por la H*-ATPasa
de plasmalema a nivel de vesiculas de microsomas se basdé en la medida
espectrofluorométrica de extinciéon de fluorescencia de la sonda ACMA. Los resultados
demuestran una significativa inhibiciéon de la extincion maxima de fluorescencia (Qmax)
y de la velocidad especifica de extincion de fluorescencia (VQs) en las vesiculas aisladas
de los callos transgénicos con respecto a los callos controles (Tabla 7). El desarrollo en
presencia de 100 mM de NaCl indujo un incremento de ambos parametros en los callos

transgénicos y en los controles.
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Tabla 7. Transporte de H* dependiente de ATP en vesiculas microsomales aisladas de
callos controles y transgénicos en calcineurina de levadura mantenidos durante 3 h en
ausencia y presencia de 100 mM NaCl. Los resultados, expresados como extinciéon
maxima de fluorescencia (Qmax) y como velocidad especifica de extincion de

fluorescencia (VQs), son media + DE de, al menos, 4 experimentos independientes.

Transporte de H* dependiente de ATP

LLEETEIL % Q. m%r"?ap)l('oteina % Q. min'1Y|2;'1 proteina

Control 111.53 £ 9.49 76.98 * 4.33

Control + 100 mM NaCl 183.98 + 7.20 107.59 + 3.80
L1 60.27 £ 7.64 45.74 + 2.56

L1 + 100 mM NacCl 79.81£6.14 56.23 £ 3.72
L2 76.32 £ 8.32 48.2 +4.80

L2 +100 mM NacCl 93.62 + 8.10 58.08 £ 2.43
L5 60.65 £ 9.48 46.37 £ 1.63

L5 + 100 mM NacCl 84.20 + 8.36 73.40 = 8.06
L8 67.15+ 0.26 58.20 £ 4.38

L8 + 100 mM NacCl 105.78 £ 4.42 69.96 + 4.92

En cuanto a la razén H' extruidos/ATP hidrolizado, por la H*-ATPasa de
plasmalema, no cambi6 significativamente ni en funcién del tipo de callo de partida ni por
el estrés por NaCl (Tabla 8).
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Tabla 8. Actividad AVa-H" -ATPasa, transporte de H* dependiente de ATP y razén H*
extruidos/ATP hidrolizado en microsomas de callos controles y transgénicos en ausencia
y presencia de 100 mM NaCl. Los resultados son media + DE de, al menos, 4

experimentos independientes.

Actividad Transporte de H* .
Tratamiento fosfohidrolitica (VQs) H" /| ATP
pmoles.mg™ proth”’ %Q .min.mg" proteina
Control 4.50 £ 0.71 76.98 £ 4.33 1717 £2.63
Control +100 mM NaCl 5.82 + 0.86 107.59 + 3.80 18.49 +2.83
L1 3.32£0.65 4574 + 2.56 13.77 £2.39
L1 +100 mM NaCl 3.47 £ 1.41 56.23 £ 3.72 16.24 + 3.65
L2 2.76 £0.70 48.2 +4.80 17.46 +3.88
L2 +100 mM NacCl 3.14 £0.79 58.08 £ 2.43 18.49 + 3.98
L8 2.94 +1.23 58.20 £ 4.38 19.79 £2.00
L8 +100 mM NacCl 3.35+£1.20 69.96 + 4.92 20.88 + 3.67

C.2. Actividades de la H*- ATPasas a nivel de plasmalema purificado

C.2.1. Purificacion de la membrana plasmatica

La purificacidon de plasmalema a partir de la fraccidon microsomal obtenida de los
diferentes tipos de callos se ha realizado mediante la técnica de particién de fases en
doble polimero acuoso. El sistema de particion estuvo compuesto por dextrano-

polietilenglicol en los porcentajes indicados en el capitulo de Material y Métodos (E.2).

Para comprobar el grado de purificacion de la fraccién de plasmalema, se
determinaron marcadores enzimaticos ligadas a las distintas membranas celulares: H" -
ATPasa sensible a vanadato, marcador de plasmalema; H' -ATPasa sensible a nitrato,
marcador del tonoplasto; H'-ATPasa sensible a azida, marcador mitocondrial; UDPasa
latente, marcador del aparato de Golgi y NADH citocromo c reductasa insensible a

antimicina A, marcador del reticulo endoplasmatico.
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El contenido en proteina de las vesiculas enriquecidas de plasmalema obtenidas
no presenta diferencias significativas entre los callos controles y transgénicos, asi como

tras mantener éstos en ausencia y en presencia de 100 mM NacCl (Tabla 9).

Tabla 9. Contenido en proteinas de la fraccion enriquecida de plasmalema purificado a

partir de microsomas obtenidos de callos control y transgénicos mantenidos durane 3 h

en presencia y ausencia de 100 mM NaCl. Los resultados, expresados en ug. mg !

proteina microsomal, son media + DE de 6 experimentos independientes.

Proteina de plamalema

Tratamiento -1 - .
(Mg. mg~ proteina microsomal)

Control 20.03 £ 4.24
Control + 100 mM NacCl 26.50 + 2.89
L1 16.53 £ 4.23

L1 + 100 mM NacCl 19.24 + 3.82
L8 20.84 + 3.80

L8 + 100 mM NacCl 23.22 + 4.56

Para las diferentes muestras analizadas, en funcion del tipo de callo y del
tratamiento salino, los resultados presentados en la Tabla 10 muestran la practica
inexistencia de actividades enzimaticas marcadores de las membranas de tonoplasto y
mitocondria, asi como la escasa actividad de aquellas otras actividades ligadas al
aparato de Golgi y al Reticulo Endoplasmatico. El hecho mas importante a resaltar es la
mayor actividad H'-ATPasa de plasmalema purificado de callos controles en relacion a
los callos transgénicos (Tabla 10).
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Tabla 10. Actividad de enzimas marcadores en la fraccion enriquecida de plasmalema
tras la particion en dextrano/PEG de las vesiculas microsomales procedentes de callos
controles y transgénicos. Los resultados, expresados en pmoles de Pi. mg'1 proteina. h
y umoles de citocromo c. mg'1 proteina. h.', son media + DE de, al menos, 4

experimentos independientes. ND: no detectado.

Tratamientos

Microsomas Plasmalema
Hg;;gt';‘t“asla 4.50£0.71 3.32:¢0.65 2.94+1.23 18.16£2.80 13.83:2.40 10.1724.91
Z‘;&T_Ptif; 1.23:0.16 1.820.34 1.79:0.42 ND ND ND
H;&":_T fasa 162016 2.10:0.20 1.91:0.20 ND ND ND

UDPasa latente = 4.51+0.84 4.28+0.81 4.13+0.86 1.93x0.07 1.47+0.17  1.84%0.24

NADH cit. C
reductasa
insensible

antimicina A

1.69+0.16 1.84+0.39 2.11+0.14 0.64+0.02 0.57+0.16  0.65+0.05

Los resultados anteriormente indicados demuestran que la fraccién purificada
por particién de fases en dextrano-polietilenglicol a partir de las vesiculas microsomales
esta enriquecida en un 80 % por plasmalema (actividad H*-ATPasa). Este hecho también
fue comprobado mediante la inmunodeteccion del enzima H*-ATPasa de la membrana
plasmatica en las fracciones microsomales y de plasmalema purificado, llevada a cabo
mediante técnicas de inmunodeteccion utilizando un anticuerpo policlonal de conejo
frente al extremo carboxilo terminal del enzima de plasmalema de Arabidopsis thaliana
(Figura 20).
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Figura 18. Analisis densitométrico e inmunodeteccion de la H'-ATPasa de plasmalema
de las fracciones microsomales (ms) y de plasmalema (pm) de callos de tomate controles
y transgénicos en calcineurina de levadura. Los resultados son media + DE de 3
experimentos independientes. El valor 100 % corresponde a la intensidad maxima
obtenida en el inmunoblot.
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C.2.2. Actividad fosfohidrolitica y transporte de H' dependiente de ATP en

plasmalema

Los resultados muestran una mayor actividad H*-ATPasa de plasmalema
purificado de callos controles en relacion a los callos transgénicos, hecho detectable

tanto en ausencia como en presencia de 100 mM de NaCl (Tabla 11).

Tabla 11. Actividad de la H*-ATPasa en la fraccién enriquecida de plasmalema de callos
controles y transgénicos en ausencia y presencia de 100 mM de sal. Los resultados,
expresados en pmoles de Pi. mg'1 proteina. h”, son media + DE de, al menos, 4

experimentos independientes.

Tratamiento H*-ATPasa AVa- total
Control 18.16+2.80
Control +100 mM NacCl 23.29%3.46
L1 13.83+2.40
L1 +100 mM NacCl 13.88+5.64
L2 11.05+2.80
L2 +100 mM NacCl 12.56%3.19
L8 10.17+4.91
L8 +100 mM NaCl 13.43%4.80

La determinacién de la medida fluorimétrica del transporte de H* asociado al
enzima H' -ATPasa sdélo es posible llevarla a cabo en vesiculas con orientacion “inside-
out’, ya que el centro activo accesible al sustrato se muestra en la cara citoplasmatica de
la membrana, y por tanto debe estar orientada hacia el exterior. Teniendo en cuenta que
durante el proceso de purificacion por particion de fases en dextrano/PEG las vesiculas
suelen adoptar la orientacion natural (la cara externa de la membrana hacia el exterior),
fue necesario adicionar el detergente Brij 58 al medio de aislamiento que, a
determinadas concentraciones, induce la inversion de las vesiculas sin afectar a la

permeabilidad de la membranas (Johansson y col., 1995).
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Tabla 12. Transporte de H* dependiente de ATP en vesiculas de plasmalema de callos
de tomate controles y transgénicos en calcineurina de levadura mantenidos durante 3 h
en ausencia y presencia de 100 mM NaCl. Los resultados, expresados como extincion
maxima de fluorescencia (Qmax) y como velocidad especifica de extincion de

fluorescencia (VQs), son media + DE de, al menos, 4 experimentos independientes.

Transporte de H' dependiente de ATP

UELZU %Q. mgT:)r(oteina %Q. min.\rang§1 proteina
Control 856.68 * 51.59 614.62 + 75.59
Control + 100 mM NaCl 965.47 * 89.73 738.01 *70.85
L1 304.55 + 90.92 217.32 + 86.90
L1 + 100 mM NacCl 590.06 + 141.07 539.52 + 18.13
L2 220.50 + 62.18 157.68 + 39.10
L2 + 100 mM NacCl 412.25 £ 0.02 373.47 £12.19
L5 153.84 + 36.26 118.65 + 29.80
L5 + 100 mM NacCl 24460 + 14.84 293.05 £ 2.55
L8 364.82 £ 0.02 184.95 + 18.96
L8 + 100 mM NacCl 431.16 £ 64.0 358.10 + 50.42

Como en el caso de las vesiculas de microsomas, a nivel de plasmalema es
observable una menor actividad transportadora de H* en las membranas purificadas de
los callos transgénicos, mientras que, contrariamente a lo detectado en microsomas, la
activacion de dicho transporte en funcion del estrés salino es superior en las vesiculas

de plasmalema purificadas de callos tansgénicos (Tabla 12).

En los callos controles el estrés salino no afecta a la razén H* extruidos/ATP
hidrolizado. En el caso de los callos transgénicos el valor de la razon H* extruidos/ATP
hidrolizado es aproximadamente el 50% del valor obtenido en los callos controles en
ausencia de estrés salino. Sin embargo, en presencia de NaCl, esta razén aumenta en

los callos transgénicos hasta el valor obtenido en los callos controles (Tabla 13).
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Tabla 13. Actividad AVa-H" -ATPasa basal, transporte de H* dependiente de ATP y
razén H' extruidos / ATP hidrolizado en la fraccion enriquecida de plasmalema de callos
controles y transgénicos en ausencia y presencia de 100 mM NaCl. Los resultados son

media + DE de, al menos, 4 experimentos independientes.

AVa VQs

Ve pmoles. mg™” prot. h!  %Q. min. mg™ proteina H™/ ATP
Control 18.16 * 2.80 614.62 £ 75.59 33.84 £4.58
Control + Sal 23.29 * 3.46 738.01 £70.85 31.67 £4.85
L1 13.83 £ 2.40 217.32 + 86.90 15.71 £2.87
L1 + Sal 13.88 + 5.64 539.52 £ 18.13 38.87 £7.80
L2 11.05 £ 2.80 157.68 + 39.10 14.27 £ 3.17
L2 + Sal 12.56 + 3.19 373.47 £12.19 29.74 £7.65
L8 10.17 £ 4.91 184.95 + 18.96 18.19 £5.54
L8 + Sal 13.43 £ 4.80 358.10 £ 50.42 26.66 +6.88

La deteccion inmunolégica de la H'-ATPasa de los callos controles y
transgénicos en ausencia y presencia de 100 mM de NaCl demostré la existencia de una
menor cantidad del enzima en las membranas de callos transformados respecto de los
controles, asi como un ligero incremento del contenido de esta proteina enzimatica en
las membranas de ambos tipos de callos sometidos a un estrés de 3 horas con 100 mM
NaCl (Figura 19).
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Figura 19. Andlisis densitométrico e inmunodeteccion de la H'-ATPasa de la membrana
plasmatica en la fraccién de plasmalema purificada de callos de tomate controles y
transgénicos en calcineurina de levadura mantenidos en ausencia y presencia de 100
mM de NaCl durante 3 h. Los resultados son media £+ DE de 3 experimentos
independientes. El valor 100 % corresponde a la intensidad maxima obtenida en el

inmunoblot.
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C.3. Estudio de la expresion de bombas primarias y transportadores secundarios
C.3.1. Hibridacion Northern

La determinacion de los niveles de expresion de los genes que codifican diversas
bombas primarias y transportadores secundarios de iones en suspensiones celulares
obtenidas por disgregacion de callos controles y transgénicos, que habian sido
sometidas a distintos tiempos de estrés con 100 mM de NaCl, se llevé a cabo por
hibridacién con las respectivas sondas de ADNc marcadas con p (Northern-blot)
(Figura 20). El nivel de expresion para el gen de la isoforma LHA4 de la H'-ATPasa de
plasmalema fue menor en los callos transgénicos con respecto a los controles. El estrés
salino indujo un incremento de la expresion de esta proteina en ambos tipos de callos,
aunque manteniendo las mismas diferencias de expresién que las detectadas entre

controles y transgénicos en ausencia de sal.

Por otra parte, ni entre callos controles y transgénicos, ni entre estas lineas
sometidas a estrés salino, las subunidades A y ¢ de la V-H'-ATPasa y H'-PPasa
mostraron cambios significativos en los niveles de transcrito. Estos resultados se
ratificaron por la cuantificacién de las intensidades de las distintas bandas, relativizadas

con la carga del ribosémico 18S de callos de tomate (Figura 21).
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Figura 20. Hibridacion por Northern-blot de los niveles de transcrito para varios
transportadores de membrana de los callos controles y transgénicos mantenidos en
ausencia y presencia de 100 mM NaCl durante 0, 3, 6 y 24 h. Subunidades A y ¢ de H*-
ATPasa vacuolar, H'-PPasa, isoforma LHA4 de la H'-ATPasa de la membrana

plasmatica y la carga de ARN ribosémicos 25S y 18S.
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Figura 21. Cuantificacién de la intensidad de las bandas correspondientes a la isoforma
LHA4 de la H'-ATPasa de plasmalema mediante Northern-blot, en callos control y
transgénicos mantenidos en ausencia y presencia de 100 mM NaCl durante 3, 6 y 24 h
(C0,C3,C6yC24,TO, T3, T6yT 24). El valor 100 % corresponde a la intensidad
maxima obtenida en el Northern-blot.

C.3.2. RT-PCR a tiempo real

Debido a que algunos de los transcritos de los genes que codificaban para
transportadores de membranas que pretendiamos estudiar estaban por debajo del limite
de deteccidn para la técnica del Northern-blot, decidimos utilizar la técnica de PCR a
tiempo real. Este método se basa en la deteccidon de fluorescencia, proporcional a la
cantidad de producto de PCR formado, que permite detectar diferencias minimas en los
niveles de expresion. Cada gen analizado requiere de una puesta a punto independiente,
para poder determinar cual es la cantidad de ADN inicial y la temperatura de
amplificacion adecuada para maximizar la eficiencia de la PCR y garantizar la correcta
cuantificacion de dicho gen. Para ello se preparan un minimo de 3 diluciones distintas del
producto de retrotranscripcion: 1, 1/10 y 1/100 para poder calcular y optimizar la
eficiencia de la PCR, lo que permite comparar la expresion de distintos genes, incluido el
que usemos de referencia, en este caso el ribosémico 18S (Figura 22).
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Figura 22. Curvas de amplificaciéon y de eficiencia de la PCR de la isoforma LHA4 de

tres diluciones distintas: 1, 1/10, y 1/100 y un control negativo.
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Esta puesta a punto se realizé también con los genes LeNHX2, LeCAX vy el
ribosémico 18S, obteniendo curvas de eficiencia de la PCR similares a la de la isoforma
LHA4 de la H'-ATPasa de plasmalema.

Una vez analizadas las curvas de eficiencia se incluyé en la misma PCR el gen a
cuantificar y el ribosdmico 18S obtenido de callos controles y transgénicos tanto en

ausencia como en presencia de un estrés de 100 mM de NaCl (Figura 23).
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Figura 23. Curvas de amplificacion de ADN mediante la cuantificacion de la
fluorescencia emitida por el SYBR Green unido al ADN. En ordenada, se representa la
intensidad de fluorescencia (restado el ruido de fondo) y en abcisa, el nUmero de ciclos
de amplificacién. La linea naranja proporciona el punto de corte de cada curva para la
cuantificacion, c; o ciclo umbral, y debe corresponder a la zona mas paralela de las
curvas. Cada color es una muestra diferente. El primer bloque de curvas corresponde a
la amplificacion del gen constitutivo, ribosémico 18S, el segundo bloque de curvas
corresponde a la amplificacion del gen problema, en este caso LeNHX2, y las ultimas

curvas son blancos donde no hay amplificacion.
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Finalmente pasamos a la cuantificacion de los genes en cada muestra tal y como

se describe en el apartado E.6.2.2 del material y métodos.

En la figura 24 se corroboran los resultados obtenidos tanto en el northern-blot
como en la inmunodeteccién en cuanto al menor contenido en la isoforma LHA4 de la H'-
ATPasa de plasmalema. En el caso del antiportador K'/H* vacuolar LeNHX2 observamos
mayor cantidad de transcrito en los callos transgénicos con respecto a los controles y

una ligera induccién por un estrés de 100 mM de NaCl (Figura 25).
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Figura 24. Cuantificacion mediante PCR a tiempo real de la expresiéon de la isoforma
LHA4 de la H'-ATPasa de plasmalema en callos controles (C) y transgénicos en
calcineurina de levadura (L1 y L8) mantenidos durante 3 h en ausencia y presencia de
100 mM NaCl.
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Figura 25. Cuantificaciéon mediante PCR a tiempo real de la expresién del antiportador
K'/H" vacuolar LeNHX2 en callos controles (C) y transgénicos en calcineurina de

levadura (L1 y L8) mantenidos durante 3 h en ausencia y presencia de 100 mM NacCl.

Dada la relevancia del Ca*" en nuestro trabajo hemos estudiado la expresion de
un posible antiportador Ca®*/H" de tomate. Utilizando secuencias de CAX1 y CAX2 de
Arabidopsis hemos identificado en la base de datos de EST de tomate, (www.tigr.org)
dos secuencias con homologia a estas enzimas (TC100667 y TC105183), aunque
solamente hemos detectado el transcrito correspondiente a TC105183 en los ARN
obtenidos de los callos de tomate. Este fragmento se alineé con todos los CAX que se
han descrito en Arabidopsis observando la cercania con AtCAX2 y AtCAX5 en el

dendrograma (figura 26), y obteniendo un 78,85 % de homologia con AtCAX2 (Figura 27)
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Figura 26. Dendrograma del LeCAX con la familia de los CAX de Arabidopsis.
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Figura 27. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de LeCAX con AtCAX2.
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Para el analisis por PCR a tiempo real hemos utilizado los cebadores: 5
CATCAGCAGAAAGTCCAGG 3’ y 5 CTGTGTGGGTGAAATGAAG 3’, amplificando un
fragmento de 160 pb, denominado LeCAX en las figuras, cuya identidad ha sido
comprobada por secuenciacion. Los resultados mostraron una pequefia inhibicion en la
expresion de este LeCAX en los callos transgénicos con respecto a los callos controles
tanto en ausencia como en presencia de un estrés de 100 mM de NaCl, y una induccion

por estrés salino tanto en callos controles como en los transgénicos (Figura 28).
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Figura 28. Cuantificacién mediante PCR a tiempo real de la expresion de una isoforma
LeCAX en callos controles (C) y transgénicos en calcineurina de levadura (L1 y L8)

mantenidos durante 3 h en ausencia o presencia de 100 mM NaCl.
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Discusioén

La mayoria de las plantas responden al estrés salino con una inhibicién del
crecimiento y un reajuste de la homeostasis idnica (Zhu, 2003). Mientras que plantas
sensibles a la salinidad tienen una capacidad limitada para ajustar la homeostasis i6nica,
en especies tolerantes la capacidad para controlar los flujos idénicos constituye unos de
los mecanismos fundamentales implicados en la tolerancia (Greenway y Munns, 1980;
Bonhert y Sheveleva, 1998; Nelson y col., 1999). Puesto que la mayoria de las especies
cultivadas desarrollan frente al estrés salino una estrategia glicofita, el estudio de la
regulacion del transporte idnico es clave en los programa de mejora vegetal (Niu y col.,
1995; Gil-Mascarell y col., 1999).

Desde esta perspectiva, una aproximacion prometedora para mejorar la resistencia a
la sal en glicéfitas se basa en la introduccion de genes que codifican para reguladores de
la homeostasis idnica (Bordas y col., 1997; Pardo y col., 1998; Kasuga y col., 1999; Saijo
y col., 2000; Rus y col., 2001b). Por otra parte, el estudio del efecto de estos genes sobre
la bioguimica y fisiologia de la planta puede ayudar a descubrir, con mas precision, los
determinantes implicados en la homeostasis idnica en respuesta a estrés salino. Por esta
razén este trabajo se ha centrado en el estudio del efecto de la sobreexpresion de
calcineurina de levadura en tomate, como una proteina que en levaduras regula la
homeostasis del Na’ y K* a través del control de las bombas primarias y transportadores
secundarios de iones. La idea de utilizar calcineurina de levadura como determinante de
halotolerancia en células de callos de tomate, ha surgido de la funcionalidad demostrada
en plantas por este factor. Asi, plantas transgénicas de tabaco que expresan calcineurina
presentan un incremento muy notable en su supervivencia frente a un estrés salino,
habiéndose comprobado que su efecto principal tiene lugar a nivel de la captaciéon de
iones (Pardo y col., 1998).
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A. Obtencidn de un cultivo celular transgénico

Para la obtencion de cultivos celulares de tomate modificados genéticamente, ha
sido fundamental la aplicacién de las técnicas de ingenieria genética. El primer paso a
seguir en este trabajo ha sido la obtencion de lineas de callos de tomate (Lycopersicon
esculentum Mill. Var. Pera) a partir de explantos transformados con calcineurina de
levadura, que posteriormente, fueron subcultivados hasta definir un material homogéneo.
Se ha utilizado el tomate por la importancia econémica de este cultivo, por constituir un
material clasico para programas de investigacién y mejora y por ser un modelo para el

estudio de las respuestas al estrés salino (Santa Cruz y col., 1999; Bolarin y col., 1995).

La utilizacion inicial de suspensiones celulares de tomate, demostré que la
proliferacion de Agrobacterium tumefaciens en el medio de cultivo de estas suspensiones
no permitia el crecimiento celular, incluso en presencia de antibiéticos del tipo de la
carbenicilina o cefotaxima a los que esta bacteria es sensible. Tras muchos intentos, se
obtuvieron células transformadas infectando los cotiledones, a partir de los cuales se
regeneraron plantulas transformadas en medio de regeneracion de tallo y, finalmente, se
consiguieron callos transformados de los explantos de tallos (Figuras 1 y 3). El gran
aumento en la eficiencia de la transformacién, alcanzado cuando se partié de cotiledones
unidos por el meristemo apical, puede resultar equivoco. En este sentido, el resultado
positivo obtenido en nueve de las once plantulas de tomate, tras detectar la presencia de
las subunidades CNAtr y CNB de calcineurina en hojas jovenes de las plantulas
transformadas (Figura 2), contrasta con la baja eficiencia de transformacién previamente
obtenida por ElI Mansouri y col., (1999) en esta variedad de tomate. Asimismo, aunque
las plantas generadas a partir de este tipo de explantos pueden ser quiméricas,
incapaces de producir semillas transgénicas, esto no ha supuesto un obstaculo para la
obtencion de un cultivo celular transgénico a partir de tallos obtenidos de estos
cotiledones transformados, al haberse realizado el proceso bajo la presién selectiva por

kanamicina.
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La callogénesis se indujo a partir de explantos obtenidos de los tallos,
comprobandose a lo largo de los subcultivos la presencia de las dos subunidades de
calcineurina en los callos transgénicos (Figura 4). Sin embargo, varias de las lineas
originalmente seleccionadas, o bien eran incapaz de formar callos en medio selectivo,
indicando que eran falsos positivos, o se perdieron por infecciones con hongos o
bacterias durante el tiempo de iniciacion de los callos. Finalmente, se han podido
establecer ocho lineas de callos a partir de tres plantas distintas. Como es sabido, para
ser funcional, el cultivo transgénico debe incorporar a su genoma el transgen v,
posteriormente, expresarlo. Por esta razén, se hizo un estudio de expresién, por RT-
PCR, de las dos subunidades de calcineurina, CNA y CNB, en los distintos callos
transgénicos (Figura 6) comprobandose que los niveles de expresion eran similares entre
las distintas lineas de callos siendo algo mas abundante la subunidad reguladora CNB
(Figura 7). El hecho de poseer un exceso de la subunidad reguladora en las células tiene
importantes consecuencias para la accién de la proteina heterodimera en el cultivo (ver

apartado E).

B. Efecto de la sobreexpresion de calcineurina sobre la morfologia y crecimiento

de los callos

Una de las primeras consecuencias observadas de la expresion de calcineurina de
levadura en las células de tomate fue un cambio en la morfologia celular. Un porcentaje
muy elevado de las células de los callos transgénicos exhiben un menor tamafio y un
mayor grado de elongacion, resultando células fusiformes con formaciones en cadeneta
donde las células aparecen septadas en mdltiples compartimentos (Figura 7). Este
mismo efecto fue detectado en Schizosaccharomyces pombe por Yoshida y col., (1994),
donde la CaN aument6 la longitud de las células, indujo la formacién de nicleos con
morfologias aberrantes y desplazados del centro de las celulas, asi como alteraciones en
la formacién de los microtibulos y de los cuerpos polares fusiformes y la aparicion de
células septadas y ligeramente encorvadas. Del mismo modo, en S. cerevisiae la
sobreactivacion de calcineurina indujo la transformacion de células redondeadas a
células alargadas y cambios en el patron de gemacién (Mendoza y col., 1996). En esta

misma linea, la supresién de la deficiencia en la iniciacion de la septacién en levaduras
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por sobreexpresién de calcineurina (Lu y col., 2002), sugirié la implicaciéon de CaN en la
citocinesis, en la posicion de los cuerpos polares fusiformes, en la posicién y morfologia
nuclear, y en el crecimiento polarizado y septado (Plochocka-Zulinska y col., 1995;
Sigiura y col., 2002; Cheng y col., 2002).

La ligera inhibicién del crecimiento de los callos transgénicos, expresado como peso
fresco e indice de crecimiento relativo, en relacién a los controles (Figura 8 constituye
un hecho que también ha sido observado en levadura tras la sobreexpresion de

calcineurina (Withee y col., 1998).

C. Efecto de calcineurina de levadura sobre la regulacion de la homeostasis i6nica

en callos de tomate

Los resultados referidos al analisis del contenido iGnico muestran que el acimulo
de Na' y CI" es similar en los callos controles y transgénicos, mientras que los callos
transgénicos acumulan mas cantidad de ca® y de K" que los controles (Figura 10). En
levadura, la calcineurina afecta directamente a los flujos de Ky Ca®, a través de la
modulacién de los transportadores de K*, Trkl y 2, y de los transportadores de ca™,
Vexl, Pmcl y Pmrl (Mendoza y col 1996, Cunningham y Fink 1996). Nuestros datos
indican que también en plantas, la calcineurina de levadura puede regular los

transportadores K* y Ca®* de la membrana

En el tomate transgénico la calcineurina sobreactivada de levadura podria activar
sistemas de absorcion de K' de la membrana plasmatica con homologia a los
transportadores Trk, como por ejemplo los transportadortes de tipo Kup o HAK o HKT.
En este trabajo hemos observado que la sobreexpresion de calcineurina incrementa los
niveles de expresién de uno de los sistemas de transporte de K', el antiportador K'/H"
LeNHX2 de membranas intracelulares (Figura 25), que parece estar implicado en la
regulacion de la homeostasis de K en el citoplasma y en compartimentos intracelulares
(Venema y col. 2003). ElI aumento de los niveles de transcrito de LeNHX2 en callos
transgénicos podria estar inducido directamente por la calcineurina, o indirectamente por

un incremento en los niveles de K citoplasmaticos, ya que ha sido observado que la
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expresion de una proteina de la misma familia, AtNHX1 se induce en Arabidopsis por
altos niveles de K" (Gaxiola y col. 1999). Respecto a la regulacion de la absorcién de K*
en plantas por homdlogos de calcineurina, se ha observado en células guarda de Vicia
faba una inhibicién de los canales IRF de K* por una actividad calcineurina (Luany col.,
1993).

En levadura, la calcineurina mantiene la homeostasis del Ca’' regulando
positivamente los transportadores primarios Pmcl y Pmrl (Cunningham y col., 1994) y
negativamente el antiportador ca’'/H", Vexl (Cunningham y Fink, 1996; Tanida y col.,
1995; Garret-Engele y col., 1995). El efecto sobre Pmcl y Pmrl es sobre todo
transcripcional, mientras que calcineurina afecta sdlo ligeramente el nivel de expresion
de Vcx1 (Cunningham y Fink, 1996). En plantas, la actividad de la proteina AtCAX2 que
codifica un antiportador ca®/H" con homologia a Vcx1 (Hirschi y col., 1996), es
modulable por calcineurina cuando se expresa en células de S. cerevisiae (Mendoza,
2001). Utilizando secuencias EST de tomate, se ha estudiado el nivel de expresién de un
posible antiportador CAX en este cultivo, mediante PCR a tiempo real, habiéndose
encontrado en los callos transgénicos una pequefia inhibicion en la expresién de un CAX
con homologia a AtCAX2 (Figuras 26, 27 y 28). No hemos podido cuantificar los niveles
de otra isoforma con mas homologia a CAX1 o a la Ca®-ATPasa LCAl (datos no
mostrados). Los datos obtenidos indican, una vez mas, que la calcineurina de levadura
expresada en plantas tiene efectos similares a los que tiene en levadura. A este
respecto, nuestros resultados demuestran que la sobreexpresion de calcineurina de
levadura mejora la absorcién del Ky del ca®, lo que podria explicarse como un efecto
de calcineurina directamente sobre el nivel de expresion de los antiportadores o

indirectamente a través de los cambios en la homeostasis idnica.

Por otra parte, en levadura, calcineurina afecta la expresion de varias P-ATPasas
(Mendoza y col., 1996, Cunningham y Fink, 1996; Whithee y col., 1998), siendo un hecho
conocido en plantas, que la absorcién de iones por los transportadores secundarios
depende de la fuerza motriz generada por la bomba de H™ de la membrana plasmatica, lo
qgue confirie especial importancia a este enzima en la regulacion de la homeostasis
iénica. Por esta razén hemos investigado la actividad extructora de H por células de
callos controles y transgénicos en calcineurina de levadura, comprobandose que las

células disgregadas de callos transgénicos resuspendidos en un medio liquido sin
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tamponar se equilibraban a un pH mas alcalino que las controles (Figura 11). Resultados
similares fueron obtenidos Whithee y col.,, (1998) tras expresar una forma
constitutivamente activada de calcineurina en levadura, comprobando que estas células

presentaban una mayor sensibilidad a pH bajos que la estirpe silvestre.

Los resultados anteriormente indicados nos llevaron a fijar el pH a 7,3 para las
determinaciones de la capacidad de extrusién de H® en ambos tipos de callos. Los
estudios de actividad bombeadora de H demostraron una menor actividad en los callos
transgénicos que en los controles (Figuras 12). La estimulacion por fusicocina de h
extrusiéon de protones indicé que el principal responsable de la acidificacién era la H'-
ATPasa de la membrana plasméatica (Figura 14, Tabla 4). En vista de los resultados
obtenidos y de las evidencias existentes en la bibliografia que relacionan a la
calcineurina con la H-ATPasa de plasmalema (Whithee y col., 1998), llevamos a cabo
un estudio mas exhaustivo de la actividad y expresion del enzima H'-ATPasa asociada a

la membrana plasmética.

La menor actividad H-ATPasa de plasmalema, en vesiculas microsomales y en
vesiculas enriquecidas en plasmalema, de los callos transgénicos con respecto a los
controles (Tablas 6 y 11) asi como la significativa inhibicion del transporte de H"
dependiente de ATP en membranas microsomales y en plasmalema de los callos
transgénicos con respecto a los callos controles (Tablas 7 y 12), se corresponde,
asimismo, con una menor cantidad de enzima (Figura 18) y con una menor expresion de
LHA4, una isoforma mayoritaria de la H'-ATPasa en las membranas de callos
transformados respecto de los controles (Mito y col., 1996). La actividades H-ATPasa de
plasmalema y transporte de H dependiente de ATP, determinadas a nivel micorsomal,
son superiores en los callos controles que en los transgénicos, no observandose
variaciones significativas en la razén H extruidos/ATP hidrolizado (Tabla 8). Por el
contrario, en determinaciones a nivel de vesiculas de plasmalema, los callos controles
muestran un mayor incremento de H' extruidos en relacién a la actividad de hidrélisis de
ATP y, por tanto una mayor razén H/ATP, que los callos transgénicos (Tabla 13).
Cambios en la razén H extruidos vs ATP hidrolizado han sido observados en estudios
previos llevados a cabo por Venema y Palmgren, (1995); Baunsgaard y col., (1996);

Morsomme y col., (1996); Ballesteros y col., (1998) y por Kerkeb y col., (2001a, b), en los
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que se ha descrito que los cambios en la estequiometria del enzima H*-ATPasa podrian
explicarse en base a un mecanismo que implica la fosforilacion de este enzima. La
calcineurina podria intervenir en la regulacion de la H'-ATPasa promoviendo la
defosforilacion del enzima y, en consecuencia, su desactivacion. Por otra parte, es
probable que la razén H'/ATP en los callos transgénicos disminuya como consecuencia
de la menor cantidad de enzima. En este sentido, ¢ cambio de pH y otras sefiales
derivadas de dicho cambio podrian modificar el estado de activacién de la H-ATPasa. A
este respecto, nuestros resultados concuerdan con los de Whitee y col., (1998), quienes
demuestran que la sobreexpresion de una forma constitutivamente activada de
calcineurina en levadura reduce la actividad y la expresion de la H-ATPasa de la
membrana plasmatica, lo que conduce a un crecimiento ralentizado y a una mayor

sensibilidad a pH &cidos en las células transgénicas que en las controles.

Por otra parte, hemos observado una mayor actividad H-ATPasa de tonoplasto
en los microsomas obtenidos de callos transgénicos que en los de callos controles (Tabla
6). Esta diferencia en actividad no se corresponde con cambios en el nivel de expresién
de la subunidad c y A de la V-ATPasa o la PPasa, segin se deduce de los estudios de
Northern blot. (Figura 20). Aunque no se han descrito en la literatura efectos de
calcineurina sobre la V-ATPasa, es posible que la actividad de esta enzima incremente
en callos de tomate para compensar la alcalinizacién del citoplasma que podria resultar
de la menor expresion de la H-ATPasa de plasmalema. Ademas, el incremento en la
actividad V-ATPasa como consecuencia de la sobreexpresion de calcineurina podria
estar implicada en la mayor acumulacién de K, ca® y Na" en callos transgénicos
respecto de los controles, al proporcionar esta enzima la fuerza H motriz necesaria para

el funcionamiento de los transportadores i6nicos secundarios de la vacuola.

Los resultados expuestos demuestran que la expresion de una forma
constitutivamente activada de calcineurina en callos de tomate da lugar a un gran
namero de cambios relacionados con la homeostasis iénica, al implicar procesos
fundamentales para el buen funcionamiento de las células. Es conocido que la actividad
del enzima H -ATPasa de plasmalema es controlada a muchos niveles. En plantas ha
sido muy dificil manipular la cantidad de H*-ATPasa, y solamente en algunos casos se

ha conseguido demostrar directamente el efecto de la reduccién de la cantidad de
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determinadas isoformas del enzima por inserciones de T-ADN (Krysan y col., 1996) o
cosupresién (Zhao y col. 2000), que han resultado en fenotipos de reduccién del

crecimiento, disminucidén de la carga de floema, cierre de los estomas o esterilidad.

Nuestros resultados indican la existencia de una relacion entre estos fenotipos y
la sobreexpresién de calcineurina, aportando evidencias de la importancia de la H-
ATPasa de la membrana plasmaética para el crecimiento y la morfologia de las células de
tomate. Asf, h reduccién de la actividad H'-ATPasa de plasmalema podria inducir
cambios en el turgor celular provocando células mas alargadas, tal como hemos
observado en este trabajo. El papel de la H -ATPasa en la morfologia celular ya ha sido
sugerido por Yoshida y col., (1994) y Mendoza y col., (1996), mientras que su implicacién
en la osmoregulacién a nivel de los estomas ha sido demostrada (Zhao y col., 2000,
Kinoshita y Shimazaki, 1999). Ademas, existen numerosas evidencias que relacionan la
avtividad H'-ATPasa con la elongacién celular en respuesta a auxinas (Hager, 2003,
Rober-Kleber y col., 2003)

D. Efecto de la expresion heterdloga de calcineurina sobre la tolerancia a sal

Altos niveles de Na' extracelulares inducen un incremento transitorio de la
concentracion de Ca’* libre en el citoplasma tanto en levadura (Mendoza y col., 1996)
como en plantas (Lynch y col., 1989; Torrecilla y col., 2001; Knight, 2000), iniciando de
este modo la via de sefalizacion del estrés salino (Knight y Knight, 2001; Matsumoto y
col., 2002). Por otra parte, es conocido que el equilibrio celular del contenido en Na'y K*
es un factor importante en la tolerancia a la sal (Greenway y Muns, 1980), habiéndose
indicado que, en condiciones de estrés salino, las plantas tolerantes poseian una mayor
razén K'/Na' que las sensibles (Heimler y col., 1995; Datta y col., 1996; Ayala y col.,
1997). Esto implica que el aumento de las concentraciones de K"y Ca” en las células que
expresan calcineurina podria tener efectos beneficiosos cuando estos callos se someten a
un estrés salino. En relacién a lo anterior, las determinaciones de peso fresco e indice de
crecimiento relativo mostraron que los callos controles cultivados en presencia de 100 mM

de NaCl reducen en un 60 % su crecimiento, mientras que los callos transgénicos
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cultivados en medios con 100 mM NaCl reducen su crecimiento tan sélo en un 35 %
(Tabla 1, Figura 9).

Por otra parte, el aumento en el contenido de Na' y de CI” observable en ambos
tipos de callos, sobre todo de Na' en los callos trangénicos, tras un estrés por 100 mM
de NacCl, también fue observado en células de tabaco (Binzel y col., 1987) y de patata
(Sabbah y Tal, 1990) una vez adaptadas al NaCl, y en las lineas de callos de
Cymbopogon martinii tolerantes al NaCl respecto a las sensibles (Patnaik y Debata,
1997). El hecho de que los callos de tomate transgénicos en calcineurina de levadura
sometidos a un estrés de 100 mM de NaCl muestren un mayor crecimiento y una mayor
acumulacién de Na®, podria explicarse en base a la utilizacién de este catién para
compensar la pérdida de K. Es conocido que el Na’ puede sustituir al K" en diferentes
funciones celulares (Kumar y Sharma, 1989), incluyendo la osmoregulaciéon (Patnaik y
Debata, 1997; Blumwald y col., 2000; Hasegawa y col., 2000; Zhu, 2002). La diferencia en
la acumulacién de Ca®" entre los callos controles y transgénicos es, sobre todo,
manifiesta en presencia de estrés salino. En este trabajo no hemos visto diferencias
entre callos controles y transgénicos crecidos en condiciones de estrés salino respecto a
la induccion o inhibicibn de la expresién de los transportadores estudiados,
probablemente debido a que hemos utilizado una forma constitutivamente activada de
Calcineurina. Por el contrario, si hemos observado un efecto del estrés salino sobre el
nivel de expresién de algunos de los transportadores estudiados. Asi, tanto en callos
controles como transgénicos observamos que el estrés salino induce la expresién del
antiportador con homologia a CAX2, del antiportador K'/H" LeNHX2 y del gen LHA4 y
no afecta la expresion de las bombas de H' del tonoplasto (Figura 20, 21, 24, 25 y 28)

Asimismo, el hecho de que la sobreexpresion de calcineurina de levadura no
altere el contenido hidrico de los callos de tomate, mientras que este parametro se ve
significativamente reducido, tanto en los callos controles como en los transgénicos
desarrollados durante 5 semanas con 100 mM NaCl (Tabla 3), es indicativo de que el
cambio en el contenido iénico no esta provocado por una dilucién y/o concentracién de

estos iones.
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Como se indicé en el capitulo de Antecedentes Gentificos, la inhibicion del
crecimiento es una de las primeras respuestas de defensa que desarrollan las plantas
frente al estrés salino, de forma que una menor divisién y elongacién celular pueda
facilitar la utilizacién de la energia para la acumulacién de solutos organicos y para la
compartimentalizacién iénica (Tal y col., 1984; Cheessman, 1988, Hasegawa y col., 2000;
Serrano y Rodriguez-Navarro, 2001; Zhu, 2002). En este sentido es conocido que la
actividad H-ATPasa de plasmalema representa un factor esencial para el crecimiento
celular, habiéndose observado una inhibicion de dicha actividad en respuesta al estrés
salino. Asi, en trabajos previos llevados a cabo en nuestro laboratorio se ha puesto de
manifiesto que callos de tomate adaptados a 100 mM de NaCl mostraban una menor
actividad H'-ATPasa de plasmalema y una razén K'/Na" intracelular mas elevada que los
callos controles (Kerkeb y col 2001b), lo que sugeria que una posible respuesta de
tolerancia al NaCl podria estar relacionada con una reducida actividad de las bombas de
H', de lo que se deriva una disminucion del potencial de membrana y de la absorcién de
Na’ (Nass y col., 1997; Serrano y col., 1999; Mansour y col., 2003). Este hecho ha sido,
asimismo, observado en raices de tomate (Suhayda y col., 1990), en hojas maduras pero
no jévenes de tomate (Wilson y col., 1994) y en raices de girasol (Ballesteros y col.,
1998). De este modo, la menor cantidad y actividad de la H-ATPasa y el reducido
crecimiento de los callos transgénicos podrian estar relacionados directamente con la

mayor tolerancia a la salinidad de estos callos.

Para comprobar esta hipétesis, hemos intentado medir la extrusion de protones
en callos controles y transgénicos tras cultivarlos durante una generaciéon en un medio
con 100 mM de NacCl. Los callos controles no mostraban una extrusidon de protones en
estas condiciones, probablemente por el mal estado de sus células. En este sentido, es
observable que el peso fresco de los callos controles disminuye a lo largo de las tres
semanas de cultivo (Figura 9). Asimismo, el ensayo de viabilidad de las células mostro
que la fluorescencia de las células controles era mucho menor que la de las células
transgénicas tras seis horas de estrés salino (Figura 17). Por esta razén los ensayos
para determinar el efecto del estrés salino sobre la actividad extructora de H' in vivo se

llevaron a cabo a tiempos comprendidos entre 1y 4 horas.
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En el intervalo de tiempo anteriormente indicado, el estrés salino incrementa la
extrusion de H en células disgregadas de callos transgénicos y sobre todo, de callos
controles (Figura 13). Por otra parte, el Test de reaccién fluorocromética (FCR),
demostrd que la mayor acidificacion de las células controles no era provocada por una
mayor rotura celular tras varias horas de sometimiento a un estrés de 100 mM de NaCl,
puesto que tanto las células controles como transgénicas sometidas a 1 y 4 horas de
estrés salino mantenian una perfecta integridad de sus membranas (Figuras 15y 16) y
solo a partir de la sexta hora de estrés las membranas iniciaban un claro deterioro al
observarse la pérdida de fluorescencia (Figura 17). Este aumento del bombeo de
protones por un estrés salino de corta duracion (Figura 13) ya habia sido observado en
trabajos anteriores (Kerkeb y col 2001a). Nuestros resultados también han demostrado, a
nivel de membranas microsomales de callos controles y transgénicos, un ligero
incremento de la actividad H- ATPasa de plasmalema por el estrés salino (Tabla 6),
detectandose una menor actividad enzimética en las membranas de los callos
transgénicos. Puesto que el andlisis de la actividad H-ATPasa de plasmalema a nivel de
microsomas no es muy fiable, a pesar del uso de inhibidores, al estar dicha actividad
enmascarada por la actividad de otras ATPasas (Larsson y col., 1987), se procedi6 a la
purificacion del plasmalema, al objeto de confirmar los datos obtenidos en microsomas
(tabla 10). El incremento de la actividad fosfohidrolitica de la ATPasa de plasmalema tras
someter los callos a un estrés salino (Tabla 11), podria estar provocado por un aumento
de la cantidad de enzima, posibilidad ratificada tanto por la deteccién inmunoldgica,
utilizando un anticuerpo policlonal, como por la deteccién del transcrito de LHA4, por
northern blot y PCR a tiempo real, que reflejaron un ligero incremento del contenido de
esta ATPasa en las vesiculas de plasmalema de los callos controles y transgénicos
sometidos a un estrés de 100 mM NacCl durante 3 horas (Figura 18, 19, 21 y 24). En
estas condiciones de estrés se ha observado, asimismo, un incremento de la razén H'
extruidos/ATP hidrolizado en plasmalema de callos transgénicos (Tabla 13), resultados
coincidentes con los previamente obtenidos en callos de tomate por Kerkeb y col.,
(2001a y b, 2002). Segin estos autores el incremento de la razén H'/ATP se
acompafiaba de una mayor cantidad de la proteina 14-3-3 en la membrana plasmatica,
lo que indicaba que este ncremento se debia a una fosforilacion y activacién de la
enzima (Kerkeb y col., 2002). ElI hecho de que en los callos controles dicha razén no

cambie por el estrés salino podria estar relacionado con la severidad y duracion del
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estrés, mientras que en caso de los callos transgénicos el incremento de la razén podria
indicar que la sefalizacidon inducida en respuesta al estrés salino compensa la
perturbacion del mecanismo de activacion aparentemente causado por la sobreexpresion
de calcineurina. Asimismo, el aumento de la actividad ATPasa de plasmalema tras un
estrés salino de corta duraciébn contrasta con la observacién de que los callos
transgénicos, a pesar de tener menor actividad ATPasa, crecen mejor en condiciones de
estrés salino. Mecanismos implicados en la tolerancia a un estrés de corta duracion
podrian estar relacionados con la induccién del eflujo de Na' por el antiportador Na*/H"
de plasmalema, mientras que, a mas largo plazo, la acumulacién de Na' en las vacuolas
y el reajuste del crecimiento y la lbomeostasis i6nica son procesos mas importantes
(Rodriguez-Rosales y col., 1999; Kerkeb y col., 2002; Zhu, 2001, 2002).

La idea de que el control de las concentraciones intracelulares de iones y su
acumulacién en vacuola es clave en la tolerancia a la salinidad, ha relacionado la
actuacion de la V-ATPasas con la tolerancia a este factor ambiental (Niu y col. 1995,
Serrano 1996; Mansour y col.,, 2003). Esta hipétesis fue contrastada en plantas de
comportamiento halé6fito, que acumulan grandes cantidades de NaCl en las vacuolas
mediada por la actividad antiporte Na‘/H" y energizada por el funcionamiento de las dos
bombas primarias de H del tonoplasto: la V-ATPasa y la V-PPasa (Rausch y col. 1996,
Barkla y Pantoja 1996; Ballesteros y col., 1996; Binzel y Ratajczak, 2002). En nuestro
trabajo, la actividad H'-ATPasa asociada al tonoplasto, determinada en la fraccién
microsomal, mostré un aumenté significativo con el estrés salino, aunque los niveles de
enzima en los callos transgénicos y controles eran similares (Tabla 6). Sin embargo, no
se detectaron diferencias a nivel de los transcritos de ks subunidades A y c de la V-
ATPasa, asi como de la V-PPasa, ni en funcién de la transgenicidad ni del estrés salino, lo
que sugiere una regulacién postraducional de la V-ATPasa de tomate tanto por calcineurina

como por el estrés salino (Figura 20).
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E. Posibles mecanismos de accién de la calcineurina de levadura en callos de

tomate

En levadura, el papel fundamental de calcineurina en la resistencia a sal implica
la activacién de una bomba de sodio, ENA1 (Mendoza y col. 1996), de lo que resulta una
extrusion de Na' muy eficiente. En plantas no se han encontrado, hasta ahora,
homélogos de esta bomba, estando el mecanismo del eflujo de Na' mediado por la
combinacién de una fuerza protén motriz creada por la H-ATPasa y por el antiportador
Na'/H" SOS1 (Quintero y col., 2002). En comparacién con plantas, en levadura la
acumulacién de Na“ en la vacuola para el ajuste osmético tiene menos importancia
(Quintero y col., 2000), lo que indica que existen diferencias fundamentales en los
mecanismos de adaptacion al estrés salino entre plantas y hongos. En cualquier caso,
también existen muchas similitudes en la percepcién y transduccion de la sefial en
respuesta a estrés salino entre ambos organismos. Asi, en plantas, la via SOS parece
jugar un papel central en la adaptacion al estrés salino, modulando la homeostasis de
Na“, K"y ca’®* a través de transportadores de estos iones tanto en plasmalema como en
vacuola (Shiy col., 2000; Rus y col., 2001a ; Qiu y col., 2002; Quintero y col., 2002; Qiu y
col., 2003; Cheng y col., 2003), lo que demuestra que en plantas la homeostasis de ca™

también juega un papel esencial en la adaptacion a estrés salino.

El efecto de la expresién de calcineurina de levadura sobre la expresién de los
transportadores y cambios en la homeostasis i6nica en tomate se podria explicar a
través de la interferencia de calcineurina con otros sistemas dependientes de ca®*, como
la via SOS. En este sentido, se ha demostrado que ciertas proteinas sensoras de ca™
de la familia a la que pertenece SOS3 (las proteinas CBL, Calcineurin B-like)
complementan la disrupcion de CNB en levadura y tienen capacidad para interaccionar
con CNA de calcineurina de rata (Kudla y col.,, 1999). También podria ocurrir el
fenémeno inverso, es decir que CNB interaccionara con proteinas kinasas de la familia a
la que pertenece SOS2 (CIPK). Estas interacciones podrian ser funcionales, y dar lugar a
la activacion de la kinasa, o no-funcionales, inhibiendo la respuesta normal de la planta.
Aunque se supone que en levadura la accién de calcineurina es a través del
heterodimero CNA-CNB, en plantas de tomate sobreexpresando calcineurina hemos

observado un exceso de la subunidad CNB. Por otra parte, la subunidad CNA podria
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interaccionar con algunos CBLs de plantas, compitiendo, de esta forma, con las kinasas
CIPK por sus efectores. De ello se derivaria una modificacion de las vias de regulacion
que implican CBLs y CIPKs, lo que podria dar lugar, por ejemplo, a una sobreactivacion
de la proteina kinasa SOS2, implicada directamente en la regulacion de la actividad y del
nivel de expresién de varios transportadores claves en la respuesta a estrés salino, como
es el caso de los antiportadores SOS1 o NHX1 (Shi y col., 2000; Qiu y col., 2002;
Quintero y col., 2002; Qiu y col., 2003), de los sistemas de absorcién de K" como HKT1
(Rus y col., 2001a) y de los transportadores de ca®*, como CAX1 o CAX2 (Cheng y caol.,
2003). La induccion de LeNHX2, la inhibicion de un CAX de tomate, y el aumento de los
niveles de Ca”* y K’ en callos de tomate transgénicos en calcineurina de levadura se

podrian explicar por un mecanismo como el indicado.

Por otra parte, aunque no se hayan identificado homologos estructurales de
calcineurina en plantas, cabe también pensar en un efecto especifico de esta fosfatasa
en estos organismos. A este respecto, la interaccién entre CBLs y CNA, funcional en
levadura, representa un mecanismo de regulacion probablemente inexistente en plantas,
lo que podria indicar que, en plantas, estd conservado un mecanismo de regulacién no
funcional. Esto sugiere que, proteinas evolutivamente relacionadas han adquirido dianas
distintas, no pudiendo descartarse que la homologia entre las proteinas CNB y CBL esté
relacionada por la similitud en su funcién, unir ca”, Yy no por razones evolutivas.
Teniendo en cuenta que en levadura, el efecto de calcineurina sobre el nivel de
transcritos de diversos transportadores tiene lugar de forma especifica a través de la
desfosforilacion de factores de transcripcién que se unen a elementos reguladores en los
promotores (Matheos y col., 1997; Stathopoulos y Cyert, 1997; Shi-Young Park y col.,
2001; Hirayama y col., 2003), cabe la posibilidad de que en plantas algunos factores de
transcripcion homélogos hayan conservado dominios implicados en la desfosforilacion
por calcineurina. Esto podria explicar el efecto de esta fosfatasa sobre la expresion del
enzima H'-ATPasa de plasmalema en los callos de tomate y en levadura (Whithee y col.,
1998). Sin embargo, no han sido identificados los elementos reguladores a nivel de
promotores implicados en la represion de la expresién génica por calcineurina o los
factores de transcripcion implicados, elementos clave para poder comprobar esta

hipétesis.
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Cabria también la posibilidad de que en los callos de tomate, la calcineurina de
levadura ejerciera su actividad fosfatasa de la misma forma que en levadura. A este
respecto, existen evidencias experimentales de la presencia de una fosfatasa con
propiedades funcionales similares a calcineurina, deducidas del efecto de sustratos o
inhibidores especificos de fosfatasas tipo 2B, cuyo mecanismo de accién se establece a
nivel del control de la homeostasis de K (Luan y col., 1993; Allen y Sanders, 1995;
Pardo y col., 1998). Aunque con poca homologia estructural, la calcineurina de levadura
podria tener la misma especificidad para sus substratos que esta fosfatasa enddgena.
Otra posibilidad es que calcineurina de levadura catalizara en plantas una defosforilacion

no especifica de proteinas inducida por la fuerte sobreexpresion de esta fosfatasa.

En conclusion, cualquiera que sea el mecanismo de accion de calcineurina de
levadura en plantas, los resultados aqui presentados han demostrado que en los callos
de tomate transgénicos la expresién de esta proteina tiene multiples efectos sobre la
homeostasis idnica, los cuales podrian ser el resultado de una regulacién directa por esta
fosfatasa, o lo que es mas probable, que calcineurina afecte a un ndmero limitado de
efectores que a su vez sean los que induzcan los cambios observados. Asi, el efecto
primario de calcineurina podria estar relacionado con la homeostasis de ca”, al afectar
a algun transportador de este cation. Posteriormente, el cambio en los niveles de ca™
podria inducir otros cambios observados en los deméas sistemas de transporte por otras
vias dependientes de ca®. Por otra parte, también cabe la posibilidad de que
calcineurina pueda controlar la homeostasis iénica a través de la inhibicion de la
expresion de la H-ATPasa de plasmalema. En este sentido, aparte de la implicacién
directa en la absorcién o exclusién de Na', los cambios en el pH citoplasmatico y en el
potencial de membrana representan importantes sefiales implicadas en la regulacion de
la homeostasis i6nica (Yenush y col., 2002). Asimismo, variaciones en el nivel de K en
las células de callos transgénicos podrian dar lugar a una multitud de respuestas, entre

ellas, la induccidn del antiportador LeNHX2 (Figura 25).

131






Vil CONCLUSIONES






Conclusiones

El andlisis de la expresion de las subunidades catalitica y reguladora de
Calcineurina de levadura en los callos de tomate indica la estabilidad con la que
el transgen se ha integrado en el genoma de la planta, y la eficiencia en la

obtencion de un cultivo celular transformado con dicha proteina.

La menor actividad y expresiéon del enzima H-ATPasa de plasmalema vy la
menor capacidad para acidificar el medio de cultivo de los callos trangénicos con
respecto a los controles, junto con el mayor contenido de iones Ky ca®, la
mayor expresion del antiportador vacuolar K'/H", LeNHX2, y menor expresién de
un antiportador vacuolar ca”’/H" demuestra gue la expresion de calcineurina

tiene efectos fundamentales sobre la homeostasis idnica en plantas.

La respuesta mas efizaz de los callos transgénicos frente a un estrés salino es
probablemente consecuencia de las alteraciones en la actividad y expresion de
varios transportadores scundarios y primarios inducidas por la expresion de

calcineurina.
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IX. ABREVIATURAS






Abreviaturas

ABA
ABRE
ACMA
ADNc
ADN-T
ATPasa
BCIP
Brij58
BSA
BTP
CaM
CaMVv
CaN
CAPS
CBL
CDPKs
CDREs
CIPKs
CNA
CNAtr
CNB
DE
DEPC
DO
DRE
DTT
EDTA
EGTA
FDA
Hepes
HOG
IRF
MES
MOPS
MRT
NAD
NBT
NPT Il
ORC
PEG
PMSF
PPasa
PVPP
RT-PCR
SDS
SOS
SSC
TE
TEMED
Tris

Acido abscisico
Abscisic Acid Responsive Element
9-amino-6-cloro-2-metoxyacridina
ADN complementario
ADN transferido
Adenosintrifosfata
5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato
Polioxietilencetil eter
Alblmina bovina
1,3-bis(tri(hidroximetil-metilamino)propanol)
Calmodulina
Caulimovirus
Calcineurina
Acido 3-(ciclohexilanoamino)-1-propanosulfénico
Calcineurin B-like
Proteinas kinasas dependientes de ca®
Calcineurin-Dependent response elements
Proteinas kinasas que interaccionan con las proteinas CBLs
Subunidad catalitica de calcineurina
Forma truncada de la subunidad catalitica de calcineurina
Subunidad reguladora de calcineurina
Des\acion estandar
Dietilpirocarbonato
Densidad optica
Drought Responsive element
Ditiotreitol
Acido etilenediaminotetracético
Acido etileneglicoltetracético
Diacetato de fluoresceina
Acido hidroxietilpiperazina etanosulfénico
High Osmolarity Glycerol
Inward Rectiying Channels
Acido 2,N-morfolino-etanolsulfénico
Acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico
Medio de regeneracion de tallos
Nicotinamin adenin dinucle6tido
Azul de nitrotetrazolio
Neomicin fosfotransferasa
Outward Rectiying Channels
Polietilenglicol
Acido fenilmetilmetanosulfénico
Pirofosfatasa
Polivinilpolipirrolidona
Retrotranscripcion de la reaccién en cadena de la polimerasa
Dodecilsulfatosédico
Salt overly sensitive
Cloruro sédico/citrato sodico
Tris-EDTA
N,N,N’, N’-tetrametiletilendiamida
Trishidroximetil-aminometano
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Abreviaturas

UDP Uridin 5’ difosfato
UDPasa Uridin 5’ difosfatasa
VIC Voltaje Independent Channels
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