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Introduccion y objetivos

El estudio de las bases fisiologicas, bioquimicas y moleculares que definen
la respuesta de las plantas al estrés salino, en intima conexion con los mecanismos
que controlan la nutricion, constituyen aspectos de la biologia de una gran
transcendencia, sobre todo, en regiones con suelos salinizados los cuales
interfieren el normal crecimiento y desarrollo de los cultivos. Para el estudio de
este objetivo primario, es importante poseer un mejor conocimiento de los
cambios fundamentales que tienen lugar en las plantas superiores expuestas a
estrés por NaCl, lo cual contribuird a mejorar la asimilacién de los nutrientes por
la planta, a una optimizacion del metabolismo vegetal a nivel de tejidos, células y
organulos subcelulares, 'y a la definicion de marcadores moleculares utilizables
para la transformacién de plantas mediante la transferencia de genes por los
métodos de DNA recombinante. Todo ello, con el objeto de abrir una nueva
perspectiva en la obtencion de plantas mas productivas y tolerantes a la salinidad.

Por otra parte, es indudable la importancia del origen vegetal a utilizar en
estos estudios. En este trabajo se ha utilizado el tomate por ser uno de los cultivos
horticolas con mayor transcendencia econdémica a nivel regional, nacional y
mundial, y por constituir un material clasico en programas de mejora, al poseer
una serie de atributos que lo hacen idéneo para la manipulacién genética y para
estudios fisiologicos, bioquimicos y de biologia molecular. A este respecto, un
aspecto fisiologico clave en la tolerancia del tomate, como en la mayoria de las
plantas, a la salinidad es la capacidad para regular los flujos iénicos, de forma que
muchas especies cultivadas de tomate, moderadamente sensibles a la sal,
presentan predominantemente una estrategia glicofitica, basada en la exclusion de
iones, en combinaciéon con la sintesis de solutos organicos para su ajuste
osmético.

Un enfoque adecuado del problema planteado requeria la posibilidad de
relacionar procesos fundamentales de la célula con los mecanismos de tolerancia
al NaCl, habiendo resultado clave el hecho de que el efecto negativo de la sal
sobre el crecimiento de las plantas, derive de una combinacién de efectos
nutritivos, toxicidad idnica y desequilibrios nutricionales causados por la
interferencia del NaCl con la absorcién y el transporte de nutrientes. Ello conecta

la respuesta de las plantas a este tipo de estrés ambiental con la



Introduccion y objetivos

compartimentacion celular y con el transporte activo y facilitado de iones a través
de las membranas intracelulares, principalmente plasmalema y tonoplasto. En este
sentido, el transporte de H' y, sobre todo, las bombas electrogénicas que requieren
ATP o PPi (ATPasas y PPasas) son componentes bioquimicos fundamentales de
dichas membranas, que deben controlar la respuesta a este tipo de estrés, al
regular el funcionamiento de los transportadores secundarios de Na' y CI

(antiportes Na'/H" y transportadores de iones CI) y el pH citoplasmatico.

Tomando como base estos hechos, en este trabajo se ha llevado a cabo un
estudio de algunos componentes bioquimicos relacionados con el control del flujo
i6nico en la célula con la finalidad de contribuir a la definicién de marcadores
biolégicos de interés para su posterior aplicacion en la mejora de este cultivo. Para
ello se han utilizando una serie de estrategias las cuales incluyen la determinacion
de la actividad, contenido, expresiéon génica y regulacién de los enzimas H'-
ATPasas y H'-PPasa, asi como del antiporte Na'/H' de la membrana plasmatica y
del tonoplasto de raiz y parte adrea de plantulas de tomate sometidas a

tratamientos diferenciales de NaCl.
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Antecedentes cientificos

A. LA SALINIDAD COMO FACTOR AMBIENTAL DE ESTRES
A.l. Descripcion del problema

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 semidridas caracterizadas por suelos secos debido
a la escasez de lluvias, temperaturas extremas y una alta velocidad de
evaporacion, donde la prdduccién 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 penetraciéon del agua del mar en zonas costeras y marismas,
ocasionan el fenémeno de salinizacion de los suelos (Downton 1984, Ashraf
1994, Serrano y Gaxiola 1994, Flowers y Yeo 1995). Ademas, la demanda de
agua de alta calidad, debido tanto al incremento de la poblacién humana como el
desarrollo industrial, conlleva el uso cada vez mas frecuente de aguas de baja
calidad en la agricultura, de forma que la sobreexplotacion de acuiferos esta
produciendo la salinizacion del suelo, por intrusién de agua de mar, lo que agrava
el problema tanto desde el punto de vista ecolégico como econémico (Heinrichs
1988).

Se calcula que un 40 % del 4rea mundial dedicada a regadio, est4 afectada
por la salinidad, especialmente aquellas mas productivas, como California, el sur
de Asia y gran parte del drea mediterranea. Dentro de esta tltima, algunas de las
zonas mas afectadas son las marismas del Sur, Almeria, Murcia, Alicante y Valle
del Ebro (Ayers y col. 1960), asi como toda la franja atlintica de la costa
marroqui (Choukrallah 1986). Por todas estas razones, la salinidad de suelos y
aguas constituye 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.
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A.2. Susceptibilidad de las plantas a la salinidad: respuesta especifica del

tomate

La salinidad de los suelos estd mayoritariamente determinada por el NaCl,
aunque también pueden tener cantidades considerables de otras sales como Na,SOj,
CaSO4, MgCl, y Na,CO; (Epstein y Rains 1987). La toxicidad de cada i6n varia
segun la planta: el CI” es el componente toxico para citricos (Bafiuls y Primo-Millo
1992) y soja (Abel 1969), mientras que el Na' resulta mas téxico para el tomate
(Rush y Epstein 1981), trigo (Gorham y col. 1990) y Arabidopsis (Sheahan y
col. 1993).

Tabla 1. Clasificacion de las plantas segin su capacidad de soportar altas concentraciones

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

Grupos Umbral de daiio Especies

Grupo 1. Haléfitas

Ia. 400 mM NaCl  Suaeda maritima, Atriplex
nummularia

Is. >200 mM NaCl Atriplex hastata, Spartina
towsendii

Grupo II. Halofitas y Glicéfitas

Tolerantes 200 mM NaCl  Festuca rubra, Puccinella

I14. Halofitas monocoliledoneas peisonis. Gossypium, Hordeum

. Glicofitas

Intermedias >100 mM NaCl Lycopersicon

Sensibles <100 mM NaCl Phaseolus, Glycine

Grupo I1L Glicofitas

Muy sensibles <50 mM NaCl Citricos, Aguacates, Frutales
de hueso

El crecimiento de las plantas se afecta negativamente cuando la concentracién
de sales alcanza un valor umbral, a partir de la cual, dicho efecto puede variar dentro
de un amplio rango, en funcioén de la capacidad genética de las especies, estadio de
desarrollo, interacciones ambientales y tipo de ion (Shannon 1984). En funcién de

las concentraciones umbrales que son capaces de soportar sin suftir dafios aparentes,
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después de 1 a 6 meses de cultivo en condiciones salinas, las plantas se han

clasificado en diferentes grupos (Tabla 1, Greenway y Munns 1980).

El cultivo de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) ha adquirido gran
importancia econémica en todo el mundo, ocupando una superficie de casi 3
millones de hectareas con una media anual de produccién superior a setenta
millones de toneladas (F.A.O 1995). 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 tltimas cuatro décadas, estableciéndose hoy en dia reglamentos
especificos de cultivo y produccién integrada bajo abrigo (Belda y Lastres 2000,
Anénimo 2000). La principal razon de estos cambios ha sido la experiencia de
factores limitantes para la continuidad del cultivo intensivo 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 pequeiias, de color
verde mas intenso y enrolladas sobre si mismas, racimos con menor niimero de
flores, frutos mas pequefios y necrosis del sistema vascular (Cuartero y col.
1995).

El tomate cultivado pertenece al grupo de sensibilidad intermedia (Tabla 1),
aunque puede haber una variacion interespecifica e intraespecifica con la existencia
de especies y de variedades cultivadas que presentan una tolerancia diferencial a la
salinidad, abarcando un amplio rango de sensibilidad al estrés por este factor, y en
las que la altura del tallo y el crecimiento de la hoja fueron los parametros de
crecimiento mas afectados (Dehan y Tal 1978, Shannon 1984, Cuartero y col.
1992, Perez-Alfocea y col. 1993, Cano y col. 1996, Santa-Cruz y col. 1999).

A.3. Perspectiva biolégica

Para disminuir el impacto de la salinidad en la Agricultura, se ha venido
desarrollando estrategias tanto de tipo tecnoldgico como bioldgico, las cuales no
deberian ser alternativas una de otra, sino complementarias (Flowers y Yeo 1995).

En la primera se incluyen unas buenas practicas de irrigacion y drenaje, como la
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optimizacion del riego para minimizar €l uso de agua de media o baja calidad (con
alto contenido de sales) y evitando la salinizacién 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 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 seleccion agrondmica, tales como rendimiento de la cosecha o supervivencia
(Epstein y Rains 1987, Noble y Rogers 1992), y més recientemente, en el uso de
criterios de seleccion basados en procesos fisiologicos concretos relacionados con la
tolerancia, con objeto de identificar y seleccionar aquellos genotipos més tolerantes y
su utilizacién como donadores de rasgos que confieren tolerancia (Noble y Rogers
1992, Cuartero y col. 1992).

Si bien, la aplicacion de técnicas de mejora genética a la obtencidn de
plantas tolerantes a la sal ofrece grandes posibilidades, también ha conllevado
dificultades, debido a que la tolerancia a este factor estd 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, Yeo 1998). A
todo lo anterior se une la dificultad para combinar, en el proceso de seleccién, 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
¢xito limitado (Bohnert y Jensen, 1996, Yeo 1998).

Al mismo tiempo y/o alternativamente, prescindiendo de toda polémica
social actual sobre organismos modificados genéticamente, la ingieneria genética
puede constituir un método rapido y general para la mejora de plantas de interés
agronomico, para lo que se requiere la identificacién y aislamiento de genes
relevantes de halotolerancia. En este sentido, aunque se ha discutido que la
introduccién de genes que codifican a simples protefnas funcionales puedan

contribuir cualitativamente al incremento de un rasgo tan complejo como la
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tolerancia a la sal (Yeo 1998), 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 sobreexpresién de
genes que son componentes normales del mecanismo de adaptacion de la planta o
de especies relacionadas (Kishor y col. 1995, Apse y col. 1999, Espinosa-Ruiz y
col. 1999). Asi mismo, una estrategia novedosa y muy 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 al
controlar diferentes caracteristicas fisiolégicas (p.e., la homeostasia i6nica) parece
incrementar la tolerancia de forma cualitativa y cuantitativa (Pardo y col. 1998).
Ademéds, en virtud de la conexién existente entre varias rutas de defensa contra
diferentes estreses (sal, frio, sequia), la manipulacién de dichos genes podria
ocasionar una proteccion cruzada frente a diferentes tipos de estrés (Serramo
1996, Shinozakiy Yamaguchi-Shinozaki 1997, Serrano y col. 1999).

Todas estos resultados han hecho concebir esperanzas de que una mayor
profundizacién en la investigacion de las respuestas de las plantas a la salinidad y
de sus mecanismos de tolerancia, asi como la identificacion de marcadores
bioquimicos y/o génicos derivados de ellos, facilitarian la seleccion y/o la mejora
de variedades m4s tolerantes. No cabe duda, que para llevar a cabo este desafio, se
requiere el esfuerzo combinado de fisilogos, bioquimicos, biotecnélogos y
mejoradores, cuya cooperacién abra las posibilidades de un aumento de la

productividad (y calidad) en 4reas de cultivo afectadas por la salinidad.

A.4. Efecto negativo 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 combinacién de tres efectos (Greenway y Munns 1980, Shannon y col.
1994): a) el estrés hidrico causado por el potencial hidrico mas negativo del medio
(hiperosmético) de la raiz que provoca la disminucién de la actividad quimica de

agua y la pérdida del turgor, b) la toxicidad i6nica especifica asociada
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normalmente a la excesiva absorcion de iones Na* y CI, ¢) la perturbacién de la
nutricién mineral causada por el exceso de Na" o ClI" que conduce a una menor
absorcion o a una alteracion de la distribucion de iones esenciales como el K,
Ca**, nitrato o fosfato.

Estos efectos negativos dan lugar, en plantas mas o menos sensibles, a un
rango de respuestas que van desde la reduccion del turgor, inhibicién de las
funciones de membrana, de determinadas actividades enziméaticas y produccion de
radicales libres, hasta la disminucién de la fotosintesis e induccion de deficiencias
ibnicas, interferencia del CI' con los sitios aniénicos implicados en el ligamiento
de ARN y de metabolitos anidnicos como bicarbonatos, carboxilatos y azucares
fostatos. De otro lado, el Na" puede interferir con los sitios catiénicos implicados
en el ligamiento de K*, Ca’®" y Mg®". 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. Diferentes autores han recopilado esta multitud
de manifestaciones fisiolégicas, bioquimicas y moleculares en plantas cultivadas
bajo condiciones salinas (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).

A diferencia de las plantas hal6fitas, las glicofitas reducen rapidamente su
crecimiento bajo condiciones salinas, afectindose mias la parte aérea que la raiz
(Greenway y Munns 1980), aunque en algunos casos la raiz resulté ser
particularmente sensible (Thiel y col. 1988). En tomate (Snapp y Shannan 1992),
maiz (Cramer y col. 1988) y algodén (Cramer y col. 1985) se ha observado que el
crecimiento de la raiz puede resultar igualmente afectado que la parte aérea.

Ha existido una gran controversia acerca de la causa primaria responsable de
la disminucién del crecimiento de plantas glicfitas por la salinidad, resultando
dificil discernir la importancia relativa de los efectos osméticos, iGnicos y
desequilibrios nutricionales. Algunos autores han sugerido que este efecto rapido
tiene lugar primariamente en la raiz, debido a un efecto osmético mas que i6nico

(Neumann y col. 1988, Munns 1993, Ortiz y col. 1994), a través de una reduccién
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en el volumen celular (Iraki y col. 1989). La causa primaria de esta reduccion del
volumen celular es también controvertida, pudiendo provenir de una disminucion del
turgor causado por el déficit hidrico (Neumann y col. 1988), y/o de una
extensibilidad reducida de la pared celular (Iraki y col. 1989), a través de una
alteracion en el metabolismo de sus componentes polisacaridicos (Iraki y col. 1989,
Cachorro y col. 1993, Zhong y Liuchli 1993).

El crecimiento de la parte aérea estaria regulado por el estatus hidrico de la
raiz, mediado por sefiales quimicas, como el 4cido abcisico y citoquininas inducidas
por el efecto osmético del estrés salino (Wolf y col. 1990, Davies y Zhang 1991,
Lerner y Amzallag 1994), aunque también se ha postulado que dichas sefiales son
de naturaleza hidraulica (Kramer 1988).

En contraste con el concepto de la raiz como sensor primario del estrés
salino, otros autores habian mostrado en maiz una inhibicién de la elongacién de las
hojas, independientemente de la raiz (Cramer y Bowman 1991). Dicho efecto
inhibitorio sobre la parte aérea, estaria localizado en los tejidos en crecimiento y no
en las hojas maduras, merced a una disminucién del turgor, derivado del déficit
hidrico causado por el componente osmético del estrés (Thiel y col. 1988, Cramer y
Bowman 1991). Alternativamente, se ha propuesto como causa primaria una
alteracion en la nutricién de las células del meristemo apical de la parte aérea (Lazof
y Lauchli 1991).

Algunos autores han indicado que la salinidad podria afectar el crecimiento
de las plantas al disminuir la cantidad de fotosintatos que llegan a la zona de
crecimiento, via reduccion de la fotosintesis por unidad de aérea de hoja, o de su
transporte por el floema (Greenway y Munns 1980). Sin embargo, se ha
demostrado que la inhibicién del crecimiento bajo condiciones salinas era mucho
mayor que la inducida sobre la capacidad fotosintética por unidad de 4rea de hoja, lo
que indicaba que la accion sobre la fotosintesis no era la causa primaria (Cheeseman
1988, Myers y col. 1990).

Actualmente, se piensa que el efecto negativo de la salinidad sobre el
crecimiento sigue un modelo bifasico (Munns 1993), consistente en la inhibicion en
una fase muy temprana, por una reduccion del suministro de agua debido a un efecto

osmdtico inespecifico de las sales, que se continua en una fase més tardia (dias,
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semanas), por un efecto ionico especifico, a causa de la alta concentracion
intracelular de iones Na" y CI', que provocan dafios a nivel celular y aceleran la
senescencia de las hojas. Para Munns (1993), esto quiere decir, que no son las sales
absorbidas las que controlan el crecimiento a través de la disminucion del turgor, la
fotosintesis o las actividades enzimdticas, sino mas bien que la elevacién de la
concentracion de sal en hojas viejas es lo que acelera su muerte, de manera que la
perdida de las mismas afecta al suministro de asimilados y hormonas a las regiones
mas jovenes, y por tanto, a su crecimiento.

No obstante, se desconoce por el momento el mecanismo primario de la
toxicidad por sales. Resultados recientes en levaduras y plantas superiores han
mostrado blancos especificos de toxicidad por Na® como el enzima 3-
fosfoadenosino-5'-fosfatofosfatasa, codificado por la familia de genes HAL2, que
participa en la ruta de activacion de sulfato (Murguia y col. 1995, Gil-Mascarell y
col. 1999).

Otro de los efectos primarios del estrés salino sobre el crecimiento se habia
atribuido a un dafio en las membranas celulares ejercido por el componente idnico
del estrés, como resultado de una alteracion de la estructura y funcionalidad de las
mismas, a través de cambios inducidos en sus componentes lipidicos y/o protéicos
(Brown y Dupont 1989, Belver y Travis 1990, Hurkman 1992, Rodriguez
Rosales y col. 1999). Este dafio en las membranas explicaria la alteracion en
procesos tales como fotosintesis, respiracién y absorcion y transporte de nutrientes
minerales (Lduchli y Epstein 1990).

Se habia postulado que una acci6n toxica rapida del estrés salino sobre las
membranas podria provenir del desplazamiento por el Na* de los iones Ca?’
asociados a la membrana plasmatica y otros sistemas endomembranarios (Lynch
y Liuchli 1988). Ello tendria como consecuencia una alteracion de la
homeostasia del Ca®" intracelular y constituiria la respuesta primaria de las células
de las raices al estrés salino, lo que explicaria la gama de alteraciones observadas
en respuesta a la sal (Liuchli 1990, Rengel 1992). Asimismo, este efecto
explicaria la proteccién del Ca®* de los efectos adversos de la salinidad sobre las
plantas (Lauchli 1990). Actualmente, el papel relevante del Ca®* en la tolerancia a

la salinidad se entiende en el contexto de la funcién de este elemento como
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segundo mensajero celular. Resultados recientes han indicado que el estrés salino
es percibido por la planta a través de un aumento de la concentracion de Ca**
citosolico (Lynch y col. 1989, Kinght y col. 1997), probablemente mediado por
el metabolismo de los fosfoinositidos (Pical y col. 1999), que activaria una
cascada de proteinas quinasas y fosfatasas dependiente de este ion. Esta respuesta,
a su vez, regularia una bateria de proteinas implicadas en la tolerancia a la sal
(Bressan y col. 1998, Serrano y col. 1999, apartado I1.B.3), de manera que una
persistencia del estrés, que llegara a superar los mecanismos homeostaticos de
defensa, ocasionaria todos los efectos negativos asociados a la salinidad (Rengel
1992).

Cualquiera que sea la causa primaria implicada en este estrés abidtico, la
disminucién del crecimiento en condiciones salinas parece tener connotaciones
adaptativas, puesto que parte de la energia usada normalmente en el crecimiento y
desarrollo, se desvia hacia procesos de mantenimiento de los mecanismos
involucrados en la tolerancia al estrés, tales como la regulacion de las
concentraciones intracelulares de iones, sintesis de solutos organicos compatibles y
el mantenimiento de la integridad de las membranas (Cheeseman 1988, Shannon y
col. 1994).

B. MECANISMOS FISIOLOGICOS, BIOQUIMICOS Y MOLECULARES
RELACIONADOS CON LA TOLERANCIA

Las plantas pueden adoptar dos tipos de respuestas adaptativas frente a la
salinidad. Por un lado, las que se engloban en un mecanismo de evitacién, mediante
el desarrollo de funciones y estructuras celulares que protegen de dichas
condiciones. Por otro lado, un mecanismo de tolerancia mediante el cual las células
adaptan sus funciones para que puedan operar con altas concentraciones
intracelulares de sales. Con frecuencia, en las plantas se dan simultdneamente estos
dos tipos de respuesta (Greemway Yy Munns 1980). De hecho, ambas
denominaciones suelen confundirse bajo el nombre genérico de mecanismos de

tolerancia y, a lo largo de este trabajo, se seguiran utilizando sin distincion.
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Figura 1. Mecanismo bdsico de tolerancia a la salinidad.
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En general, las plantas que toleran ambientes salinos han desarrollado
basicamente dos tipos de estrategias (Greenway y Munns 1980, Jeschke 1984,
Cheeseman 1988, Fig. 1): la estrategia glicofitica, basada predominantemente en la
exclusion de iones de la raiz y/o parte aérea, en combinacién con la sintesis de
solutos organicos para su ajuste osmdtico; y la estrategia halofitica, basada en la alta
velocidad de absorcién y transporte de iones, y cuya acumulacion en determinados
tejidos y su compartimentacion subcelular evita la toxicidad idnica, al tiempo que
contribuye significativamente al ajuste osmdtico. Aparte de las plantas propiamente
hal6fitas, la mayoria de las especies cultivadas suelen presentar una estrategia
glicofitica, aunque algunas especies glicofiticas tolerantes pueden exhibir rasgos
halofiticos (Tal 1984, Shannon 1984).

El hecho de que el ajuste osmdtico por iones inorgéanicos absorbibles sea
energéticamente menos costoso, en comparacion con la sintesis de moléculas
orgénicas por la célula, hacen que estos rasgos halofiticos sean altamente deseables
para su utilizacién en programas de mejora (Tal 1984, Shannon 1984).

A nivel celular, los mecanismos de tolerancia a la salinidad descansan sobre
tres aspectos interrelacionados, ya referidos anteriormente (Shannon y col. 1994,
Serrano 1996) (Fig. 2): a) el mantenimiento del equilibrio osmético en relacion con
el tonoplasto y con el medio externo, requiere la sintesis en el citoplasma de solutos
organicos compatibles (prolina, sacarosa, azlicares, etc.), y/o en conjuncion con b) el
mantenimiento de la homeostasia idnica, es decir, el control de la absorcion de iones
y su compartimentacion intracelular (vacuolas), de manera que se mantengan las
concentraciones de iones en el citoplasma dentro de un rango de 100 a 200 mM de
K, 1230 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 y ¢) un apropiado y coordinado sistema de transduccion de la sefial 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 codifican.

A nivel del organismo, las plantas han desarrollado un amplio rango de
cambios anatémicos y fisiologicos para el control del transporte de iones y agua y su

distribucion a nivel de tejidos y del organismo entero. De acuerdo con el modelo
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Figura 2. Mecanismos de tolerancia de las plantas a la salinidad a nivel celular,

‘ mostrando la compartimentacion intracelular de iones y solutos, y osmorregulacion.
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conceptual de transporte de agua y solutos a nivel de la raiz (Clarkson 1993, Fig. 3),
la absorcién de iones y agua en este tejido tiene lugar primariamente en el
plasmalema de las células epidérmicas y corticales. Posteriormente, son
transportados, via simplasto, a través de los plasmodesmos de células adyacentes,
hasta las células de la estela, siendo finalmente, liberados a los vasos del xilema, via
apoplasto, a través del plasmalema de las células de la estela o, directamente, desde
las células parenquimaticas del xilema.

La ruta apoplastica, otra via de entrada de agua e iones, estd formada por el
entramado de las paredes celulares de las células de la raiz. Esta ruta, de difusion
pasiva, y por tanto, no selectiva, puede interrumpirse, a partir de la zona de
diferenciacion de la raiz, por la presencia de zonas suberinizadas en las paredes de
las células de la endodermis (banda de Caspary), restringiendo el paso de iones y
agua, forzando la entrada al simplasto de la estela a través del plasmalema de estas
células.

A nivel radicular, los mecanismos que controlan la absorcion selectiva de
iones y su compartimentacion intracelular gobiernan la tolerancia relativa a la
salinidad (Cheeseman 1988, Niu y col. 1995, Serrano 1996). La absorcién por las
raices de grandes cantidades de iones Na* y CI' provoca la alteracion de la absorciéon
y, por tanto, del contenido de otros iones, particularmente K y Ca’* (Liuchli y col.
1994), resultando de especial importancia en la tolerancia a la sal el mantenimiento
de la selectividad entre el K y el Na" en el citoplasma (Greenway y Munns 1980,
Shannon y col. 1994). De acuerdo con el modelo anterior de transporte a través de
la raiz, la selectividad K'/Na* debe estar controlada a nivel de tres membranas
(Fig. 3): el plasmalema de células epidérmicas y corticales y el tonoplasto de la
raiz, aspectos que seran revisados con detalle en el apartado II.B.2 de esta
memoria.

Otro punto de control de la selectividad K'/Na" se establece a nivel del
plasmalema de las células parenquimaticas del xilema, responsables de la carga
activa de iones en el xilema, y por tanto, de la concentracion relativa de iones que
llega a la parte aérea por la corriente xilematica (Pitman 1984). En muchas especies
glicofiticas, con altas razones K*/Na" en partes aéreas, la liberacion preferente de K*

en el xilema o la reabsorcion de Na* de la savia xilematica, conduce a una mejora en
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la selectividad K'/Na'. Concretamente, en legumbres, existe un mecanismo de
exclusion de Na” de la parte aérea basado en el intercambio Na'/K" en las células
parenquimaticas del xilema, con apariencia de células de transferencia, a nivel de las
partes proximales del tallo y de la raiz (Fig. 3, Liuchli 1984, Kramer 1984). Este
mecanismo de exclusién de Na* de las hojas confiere tolerancia a una salinidad de
intensidad y duracién moderada, ya que las capacidades de almacenamiento de estas
c€lulas son rapidamente saturadas (Liuchli 1984).

La liberaciéon de iones en los vasos del xilema, estaria dirigida por el
gradiente electroquimico de H' generado por la accién de una H'-ATPasa,
localizada en el plasmalema de las células parenquiméticas frontera con los vasos del
xilema. Se ha demostrado que el plasmalema purificado del tejido de la estela de
raices de maiz, contiene una H" -ATPasa con propiedades similares a la del cortex
(Cowan y col. 1993). Asi mismo, se ha detectado un alto contenido de ATPasa en la
periferia de las células parenquimaticas del xilema de raiz de cebada (Parets-Soler y
col. 1990, Samuels y col. 1992, Palmgren 1998).

A nivel foliar, los mecanismos de respuesta al estrés salino son también
complejos y, probablemente, presentan una mayor variacién entre especies. De igual
forma que en la raiz, los mecanismos de transporte a través del plasmalema y
tonoplasto de las células de la hoja son los responsables ultimos de la distribucién de
solutos a nivel intracelular y de tejido (Niu y col. 1995, Rausch y col. 1996).

Un mecanismo de tolerancia a la salinidad, mas eficiente y barato
energéticamente que la exclusién de Na" a la parte aérea, es la inclusién de sales. Se
basa en una alta velocidad de transporte de iones, acoplada con una
compartimentacién subcelular en las vacuolas de las células de la hoja. En vespecies
halofiticas, como Atriplex, o glicofitas tolerantes, como algunas especies y
variedades de cebada y tomate, existe una preferencia por la liberacién de Na* al
xilema, eliminando con ello el Na* del citoplasma de la raiz, al tiempo que el Na* y
el CI, que se transportan por el xilema ayudan en la adaptacién osmética de la parte
aérea bajo condiciones salinas (Jeschke 1984).

Para evitar la acumulacién excesiva de sales en tejidos fotosintéticos, algunas
plantas acumulan diferencialmente el NaCl en determinadas zonas de la hoja, o en
hojas maduras (Jeschke 1984). En plantas halofitas pueden encontrarse adaptaciones
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anatomicas especiales que evitan dicha acumulacién. Por ejemplo, en Suaeda
maritima se produce un fenémeno de suculencia, que no es mas que un mecanismo
de dilucién de sales, en funcién de un aumento en la razén vacuola/citoplasma
tamafio celular y de una alta velocidad de crecimiento (Munns 1993). Un
mecanismo alternativo que se da en este tipo de plantas, es la formacién de
estructuras acumuladoras de sales en superficies epidérmicas de hojas vy tallos, que
excretan al exterior a través de la cuticula, por medio de glandulas de sal o, que la

acumulan en células "ampollas" que rompen al exterior una vez saturadas (Jeschke
1984).

B.1. Mantenimiento del equilibrio osmético

El estrés hidrico causado por el componente osmético de la salinidad, y que es
comin a otros estreses como la sequia y frio, conlleva a la pérdida del turgor
necesario para la expansion celular y a procesos destructivos irreparables en las
proteinas y membranas celulares (Serrano y Gaxiola 1994). Las plantas glicofitas (y
haléfitas) tipicamente responden a la pérdida del turgor restableciendo el equilibrio
osmotico mediante la sintesis y acumulacion, principalmente en citosol, de osmolitos
compatibles con la actividad de los enzimas, del tipo de los polioles (glicerol,
sorbitol, manitol, pinitol), aziicares no reductores (fructano, trehalosa y sacarosa),
acidos orgénicos (4cido malico) y algunos aminoécidos y derivados (prolina y
glicina-betaina) (McCue y Hanson 1990, Pilon-Smith y col. 1995, Bohnert y col.
1995, Bohnert y Jensen 1996, Hare y col. 1998).

Entre los osmorreguladores indicados, la prolina es el que mas frecuentemente
se acumula en condiciones de estrés osmotico, principalmente sequia y salinidad. El
papel de la prolina en la tolerancia al estrés osmético se apoya en la mayor tolerancia
al NaCl detectada en mutantes acumuladores de prolina obtenidos por mutagénesis
quimica, variacion somaclonal o ingenieria genética (Mc Cue y Hanson 1990,
Delauney y Verma 1993, Taylor 1996, Petrusa y Winicov 1997, Nanjo y col.
1999), si bien, en algunos casos su acumulacién o su sintesis se inicia cuando el dafio

celular es evidente, indicando que la sintesis de prolina no siempre constituye un
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marcador de tolerancia (Perez-Alfocea y col. 1994, Cano y col. 1996, Liu y Zhu
1997).

El control de la sintesis de prolina en plantas es bastante complejo, al existir
dos vias biosintéticas regulables a nivel de la actividad de los enzimas o la expresion
de los genes implicados en las mismas. La biosintesis de prolina se lleva a cabo en el
citoplasma celular a partir de ornitina o de glutamato, via pirrolina-5-carboxilato,
ésta ultima inducible en condiciones de estrés por salinidad y deficiencia en
nitrégeno (Delauney y Verma 1993). Las dos primeras etapas de la via pirrolina-5-
carboxilato (P5C) estan catalizadas en plantas, animales y bacterias por un enzima
bifuncional con actividades glutamato 5-quinasa y glutamato-5-semialdehido
deshidrogenasa, denominado 1-pirrolina-5-carboxilato sintasa, (P5CS), que
posteriormente es convertido a prolina por la P5C reductasa. La expresién de PSCS
en plantas estd inducida por el estrés salino y osmético (Liu y Zhu 1997),
habiéndose demostrado que la sobreexpresion de PSCS en tabaco conlleva un
incremento en la concentracién de prolina, al tiempo que determina una mayor
productividad en condiciones de déficit hidrico (Kishor y col. 1995).

Ademas de ser un soluto compatible, la prolina parece jugar un papel
importante en la morfogénesis, ya que plantas transgénicas antisentido para la P5CS
mostraban anormalidades morfolégicas en diferentes tejidos, que se suprimieron por
adicién exégena de L-prolina (Nanjo y col. 1999). Asi mismo, la prolina puede
constituir una fuente nitrogénada o una reserva de ATP utilizable por las plantas
durante la recuperacion del estrés. Asi, la oxidaciéon de prolina a 1-pirrolina-5-
carboxilato por el enzima prolina deshidrogenasa ubicada en la membrana interna de
la mitocondria permite acoplar la degradacion de prolina a la formacién ATP
(Elthon y Stewart 1981), siendo el gen que la codifica reprimido por estrés hidrico e
inducido tras la recuperacion del estrés (Kiyosue y col 1996). |

La glicina-betaina es otro de los osmorreguladores organicos que también se
acumulan en algunas plantas en condiciones de estrés osmético. Se sintetiza en el
estroma cloroplastidial por medio de la colina monooxigenasa y betaina-aldehido
deshidrogenasa, siendo este ultimo inducible por estrés osmético, y clave en la

tolerancia de maiz (Saneoka y col. 1995).
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La sacarosa y/o los azticares reductores solubles son los principales solutos
orgénicos involucrados en el ajuste osmético en numerosas especies glicfitas
sometidas a estrés osmotico o salino (Pilon-Smith y col. 1995, Ishitani y col. 1996,
Gao y col. 1998). En este sentido, el estrés hidrico o salino se acomparia de
modificaciones en el reparto de fotosintatos (Geigenberger y col. 1997, Gao y col.
1998) que pueden contribuir al mantenimiento del turgor celular (Pilon-Smith y col.
1995). Asi, el almid6n plastidial representa una reserva de azticares que puede ser
rapidamente convertida en sacarosa en condiciones de estrés (Geigenberger y col.
1997). Por otra parte, el estrés osmético o salino favorece la sintesis de sacarosa a
través de la activacion de sacarosa fosfato sintasa (SPS), enzima que cataliza la
formacién de sacarosa-6-P a partir de UDP-glucosa y fructosa-6-P (Toroser y
Huber 1997). La acumulacion de sacarosa en respuesta al estrés salino puede ser
también atribuida a una disminuciéon de la degradacion de este disacarido,
consecuencia de una menor actividad invertasa acida (Gao y col. 1998). A este
respecto, se ha descrito la existencia de una correlacién positiva entre la acumulacién
de sacarora en hojas de plantas sometidas a estrés salino, el incremento de Ia
actividad SPS y la disminucion de la actividad invertasa 4acida, lo que limitaria el uso
de sacarosa como reserva energética, y, en consecuencia, podria disminuir el
crecimiento celular (Geigenberger y col. 1997, Gao y col. 1998).

Ademas de su papel como osmorregulador, los aziicares pueden jugar otras
funciones en plantas estresadas. Asi, la acumulacién de azicares solubles en
respuesta a la sal permite paliar el estrés oxidativo causado por la salinidad, debido a
la capacidad de algunos de estos solutos para neutralizar los radicales hidréxilo
(Hare y col. 1998). Ademas, los azicares no solamente son importantes para el
crecimiento de la planta, sino que también afectan a los sistemas sensores que
regulan la expresién de una variedad de genes involucrados en la fotosintesis,
respiracion, sintesis y degradacion de almidén y sacarosa y metabolismo nitrogenado
(Koch 1996).
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B.2. Mantenimiento de la homeostasia iénica: sistemas de transporte a través

de las membranas

De los antecedentes expuestos, resulta evidente que los procesos de
regulacion de los flujos de iones y su concentracidn intracelular (homeostasia
i6nica) juegan un papel central en la tolerancia de las plantas a la salinidad,
cualquiera que sea el mecanismo adaptativo utilizado. A nivel de planta entera,
constituye un mecanismo fisiologico global, resultado integrado de muchos
determinantes bioquimicos y fisiolégicos que operan a nivel celular, tisular y del
organismo, todos ellos bajo control génico, y que incluye la regulacion de la
absorcion a nivel del cortex de la raiz, la acumulacién y liberacion de iones de la
estela al xilema, reabsorcién de iones por las células parenquiméticas del xilema,
translocacion al floema y su compartimentacion en hojas viejas (Cheeseman 1988,
Noble y Rogers 1992). De ahi que, la identificacion y caracterizacion bioquimica y
génica de cada uno de estos determinantes biologicos son claves para la utilizacion
de la tecnologia del ADN recombinante en los programas de mejora de la tolerancia
(Serrano y Gaxiola 1994, Serrano y col. 1999).

En funcién de estos hechos, la distribucion de iones y solutos a nivel
intracelular y de tejido dependen en ultimo término de los sistemas de transporte
ubicados en las membranas celular-es, especificamente, la membrana plasmética y la
membrana vacuolar (tonoplasto) (Fig. 4). Antes de pasar a la descripcion y
funcionalidad de dichos sistemas, se repasan brevemente los conceptos basicos y
terminologia usados en el campo del transporte a través de membranas.

En general, las moléculas de agua, iones y solutos pasan a través de las
membranas por dos tipos de mecanismos (Bush 1993): a) difusién simple, en la que
el agua, iones y solutos de pequefio tamafio 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, y a favor del
gradiente de energia potencial. El transporte facilitado, puede ser pasivo, cuando los
solutos se mueven a tra\'fés de transportadores (uniportadores) o canales a favor de su

gradiente de energia potencial, o bien activo, cuando la translocacién de los
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Figura 4. Esquema general de los distintos sistemas de transporte primario y
secundario localizados en la membrana plasmdtica y tonoplasto de una célula vegetal
simplificada. Bombas primarias (en rojo), como la ATPasa de membrana plasmdtica,
bombean H' fuera de la célula, generando un gradiente electroquimico de H' (interior —
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secundarios. Tomado de Poole (1998).
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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 translocacion esta
ligada a una reaccion quimica exergénica que suministra la energia necesaria para el
proceso (la hidrolisis de ATP, PPi). Dentro de esta categoria se encuentran las
bombas idnicas. El transporte activo secundario, describe un proceso en el que la
translocacion de un soluto en contra de su gradiente electroquimico esta acoplado al
flujo de otro soluto que se estd moviendo a favor de su gradiente de potencial
electroquimico. A esta categoria pertenecen los sistemas simportes (flujo de ambos
solutos en la misma direccion) y antiportes (en direccion opuesta).

Los procesos de transporte activo primario a través de las membranas celulares
de plantas superiores estan constituidos por sistemas de transporte electrogénico de
H' ubicados, principalmente, en plasmalema y tonoplasto (Serrano 1985, Sze
1985). De la actuacion de estas bombas primarias de H' se deriva la creacién de una
diferencia de potencial eléctrico a través de estas membranas, asi como una
diferencia de pH, préximo a la neutralidad en el citoplasma, y 4cido en la vacuola
(Fig. 4). El gradiente electroquimico generado por el bombeo de H', constituye la
energia o fuerza motriz para el transporte de diferentes solutos (cationes, aniones,
aziicares y otras sustancias), mediante una bateria de transportadores secundarios
ubicados en estas estructuras (Serrano 1989, Sze y col. 1992, Rea y Poole 1993,
Serrano y Villalba 1993, Sze y col. 1999, Fig. 4), tal y como predice la teoria
quimiosmética de Mitchell (Mitchell 1976). Asimismo, entre las funciones definidas
por los autores anteriormente citados, las bombas de H' controlan el pH
citoplasmético y juegan un papel clave en la regulacién de la turgencia y volumen
celular, homeostasis de la composicion i6nica intracelular, apertura y cierre de los
estomas, carga del floema y xilema, regulacién de la elongacion celular y de la
sintesis de la pared celular, manfénimiento del potencial de membrana y otras
funciones esenciales para el crecimiento y desarrollo de las plantas. Debido a que
estas funciones estdn claramente afectadas en plantas estresadas por la salinidad,

parece l6gico pensar que el estrés salino debe de ejercer algun efecto sobre estos
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enzimas bombeadores de protones. Este aspecto serd revisado mas adelante en

relacion a cada sistema particular de bombeo de H'.

En plantas, el transporte electrogénico de H' se lleva a cabo por medio de
enzimas H'-ATPasas asociados fundamentalmente a plasmalema y tonoplasto, y H'-
PPasa de tonoplasto (Serrano 1985, Zhen y col. 1997, Palmgren 1998, Sze y col.
1999). Un gran numero de trabajos ya habian puesto de manifiesto la presencia de
estas ATPasas electrogénicas en vesiculas de membrana aisladas de diferentes
tejidos (revisado por Sze 1985, Serrano 1985). En estas vesiculas, la extrusion
electrogénica de H', por parte de cada una de estas fosfohidrolasas, provocan la
formacion de un gradiente eléctrico (Ay) y quimico (ApH), que contribuyen a la
formacién del gradiente electroquimico transmembranario (AuH"):

ApH =Ay+59ApH

En vesiculas aisladas, el potencial de membrana (Ay) se establece en ausencia
de iones permeantes, mientras que la generacién de un ApH requiere la presencia de
iones permeantes que disipen dicho potencial (Sze 1985).

La capacidad para la absorcion de iones a través de un canal puede calcularse
por la ecuacion de Nernst (Palmgren 1998):

AE=58/z mV(log [Clex¢/[Clint)
donde [Clex, [Clint, Z y AE son las concentraciones de cationes externas e internas,
la carga del ion y el potencial de membrana (en mV), respectivamente. Con un
potencial tipico de —120mV, un canal permite 100 veces la acumulacién de un
cation monovalente dentro de la célula. Si se usa un simportador, los cationes
pueden acumularse a un mayor nivel, seglin la ecuacién siguiente (Palmgren
1998):
AE=58/(z+nH") mV(ApH+log [Clex/[Cline)

donde nH" es el niimero de H' transportados por ién y ApH es el gradiente de pH
(PHci-pHext). Con un potencial de membrana de —120 mV y ApH=2, la acumulacion

intracelular de un catién monovalente con H' puede llegar a ser teéricamente un

millon de veces.
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B.2.1. P-H'-ATPasa y transportadores secundarios de la membrana

plasmatica implicados en el flujo de Na*y CI

El plasmalema de las células corticales, como primer punto de entrada al
simplasto, debe ser altamente selectivo para el K, bien por influjo selectivo de K*
y/o extrusion activa de Na*. La extrusién de Na* a nivel de plasmalema puede
tener lugar por accién de Na*-ATPasas o por un mecanismo antiportador Na*/H"
acoplado a un gradiente electroquimico de H'. Si bien existen evidencias del
funcionamiento de bombasprimarias de Na® en hongos (Haro y col. 1993,
Rodriguez-Navarro y col. 1994), la extrusién de Na“ en plasmalema de células
vegetales parece tener lugar por accién de un mecanismo antiporte Na'/H'
(Serrano 1985, Hassidim y col. 1990).

En cuanto a la relevancia de las bombas primarias de H' en la tolerancia a la
salinidad, como determinantes del control del transporte de iones a nivel del

plasmalema, sera tratada a continuacion.

P-H'-ATPasa

Las P-ATPasas comprenden una superfamilia de protefnas implicadas en el
bombeo activo de sustratos a través de las membranas. Pueden agruparse en 5
grandes grupos en funcién mas bien de la especificidad del sustrato que del origen
evolutivo (Axelsen y Palmgren 1998), incluyéndose la ATPasa de plasmalema de
plantas superiores en la subfamilia de tipo IIIA, y a la que pertenecen también, dado
su similitud, las H'-ATPasas de hongos (Serrano 1989, Axelsen y Palmgren 1998).

El enzima H'-ATPasa de la membrana plasmatica de plantas (EC.
3.6.1.35) es un miembro de la familia de las P-ATPasas. Presenta una tUnica
subunidad catalitica de aproximadamente 100 KD, activa en forma monomérica
como en forma homodimérica, y forma un intermediario fosforilado, mediante
enlace aspartil-fosfato, durante su ciclo de reaccién, inhibible por vanadato
(Palmgren 1998, Axelsen y Palmgren 1998, Sze y col. 1999). Se ha purificado
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Tabla 2. Tipos de bombas de H' asociadas a la membrana plasmdtica y sistemas

endomembranarios de células vegetales y propiedades bioquimicas bdsicas. N.I= no
inhibida. (Recopilado de Sze 1985, Serrano 1990, Sze y col. 1992, Rea y Poole 1993, Sze
ycol. 1999 y sus referencias).

Propiedades
P P-H"-ATPasa V-H'-ATPasa V-H'-PPasa
Localizacién celular Membrana plasmética Endomembrana, vacuola Endomembrana,
vacuola
Peso molecular 100 kD (n=1 a 2) Complejo 650 kD (8 a 10 81kD(n=12a2)
sub diferentes)

Velocidad (ion/s) 60 (variable) 60 (variable) 38a82
Estequiometria 0alH/ATP 2a3 H/ATP 1 H/PPi
Intermediario ciclo de

reaccién Aspartil fosfato - -

pH éptimo 6.5-1.5 7.0-8.0 7.0-8.5
Sustrate ATP>>NTP ATP>GTP>NTP PPi

Km (ATP o PPi) 0.3-1.4 mM 0.1-0.2 mM 15-30 M
Cofactor Mg Mg** Mg™
Activadores

Aniones no efecto CI, Br>1>HCO;5>S0, no efecto
Cationes K"*>NH,>Rb"™>Cs">Na">Li" no efecto K'>NH,"
Inhibidores

Concentraciones para
>90% inh.

Vanadato 50 uM N.L N.L
Nitrato N.L 20 mM N.L
Molibdato N.L N.L N.L
Azida N.L N.L N.L
Oligomicina N.L N.L N.L
Bafilomic. A] N.L 10 nM N.L
1, Idifosfonatos N.L N.L 10-100 pM
DCCD 100 uM 10 uM >100 M
DES 100 yM 100 uM >100 uM
Eritrosina B 50 uM 50 uM




Antecedentes cientificos

de diversos origenes vegetales y caracterizado a nivel bioquimico, tanto en
vesiculas de membrana y proteoliposomas como en preparaciones purificadas del
enzima solubilizado con detergentes (Sze 1985, Serrano 1985, 1988b, 1990;
Briskin 1990, Palmgren, 1998).

En la Tabla 2 se muestran las caracteristicas mas relevantes del enzima,
recopilados de los trabajos mencionados, en comparacién con otras
fosfohidrolasas transportadoras de H' de interés en esta memoria. El pH éptimo es
de 6.5, mostrando una estequiometria variable de 0 a 1 H' transportados por ATP
hidrolizado y una cinética de saturacién michaeliana frente al Mg-ATP, con
valores de Km entre 0.3 y 1.4 mM. El Ca** no sustituye al Mg, e inhibe
laactividad ATPasica a muy bajas concentraciones. El enzima se estimula por
cationes monovalentes sobre todo a pH 4cido: K> Rb"™> NH,* >Cs* >Na*, Li" y
por algunos aniones permeantes como (CI, Br’, NOs) que estimulan la formacién
del gradiente de pH, al disipar el gradiente eléctrico intravesicular.

Este tipo de ATPasa se caracteriza por ser altamente sensible a
ortovanadato, si bien al ser éste un inhibidor general de enzimas que
formanintermediario fosforilado, inhibe también a fosfatasas 4cidas y otras
ATPasas como las localizadas en el RE (Kawata y Yoshida 1988). De forma
menos especifica, el enzima se inhibe por eritrosina B, DCCD, DES y DIDS,
siendo insensible a oligomicina, azida, NOsy y bafilomicina, los dos primeros
compuestos, inhibidores especificos de F-ATPasas, y los ultimos de las V-
ATPasas.

El gen que codifica la H'- ATPasa de plasmalema fue inicialmente clonado y
secuenciado en levadura (Serrano y col. 1986), y en Arabidopsis thaliana (Pardo y
Serrano 1989, Harper y col. 1989), habiéndose obtenido posteriormente mas de 20
secuencias completas de genes de H'- ATPasa de diferentes especies vegetales
(Palmgren 1998, Axelsen y Palmgren 1998). Asimismo, se ha comprobado que el
enzima de plantas superiores puede estar codificado por varias isoformas génicas. Se
han identificado hasta 11 genes en Arabidopsis thaliana (Harper y col. 1990), 7 en
tomate (Ewing y Bennett 1994), 4 en Nicotiana plumbaginifolia (Boutry y col.
1989), 2 en Oryza sativa (Ookura y col. 1994), y 2 en Solanum tuberosum (Harms
y col. 1994).
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Hasta el momento no se ha resuelto la estructura tridimensional de esta
proteina a nivel atémico (Palmgren y Harper 1999). Si bien, recientemente se han
obtenido resoluciones de hasta 8 A para la estructura de H-ATPasa de membrana
plasmética de Neurospora (Auer y col. 1998). Estas estructuras confirman muchas
de las predicciones obtenidas por analisis de las secuencias (Fig. 5, Serrano 1989,
Briskin 1990, Serrano y Villalba 1993, Axelsen y Palmgren 1998, Palmgren y
Harper 1999). La comparacion de las secuencias de la proteina, compuesta por 920-
950 aminoécidos (100 kD), en diversos origenes vegetales, pone de manifiesto la
existencia de 10 regiones hidrofobicas compuestas por 17-24 residuos en
configuracién alfa-hélice, capaces de atravesar la bicapa lipidica, que determinan la
estructura tridimensional de la misma, en la que el extremo amino y carboxilo
terminal estarian orientados hacia el citoplasma (Fig. 5). Asimismo, en los origenes
estudiados, existen 8 regiones o motivos altamente conservados que se sitian en las
regiones hidrofilicas de la proteina, orientados hacia la cara citoplasmatica de la
membrana formando parte, probablemente, del centro activo.

En levaduras, el dominio N-terminal es el mas variable en longitud y
secuencia. Esta region contiene la mayoria de los determinantes antigénicos que,
aunque no se conoce exactamente su funcion, parecen ser imprescindibles para su
correcta ubicacion en la membrana plasmética. Existen dos dominios o bucles
citoplasmaticos que parecen contener los centros activos. El mayor de ellos, con
actividad kinasa y sitio de unién del ATP, cataliza la formacién del intermediario
fosforilado en el residuo aspartato de una secuencia altamente conservada,
DKTGT, conteniendo probablemente cuatro de los motivos altamente
conservados (motivos e, t, g, h). El dominio de menor tamafio, con actividad
fosfatasa, cataliza la hidrélisis del intermediario fosforilado y contiene los tres
primeros lugares conservados del enzima (motivos a, b, ¢). El extremo C-terminal,
también variable en longitud y secuencia, parece constituir un dominio
autoinhibitorio del enzima que bloquea de forma regulable el centro activo
(Palmgren y col. 1991). El canal de H" estaria formado por el grupo de 4 a 6 alfa-

hélices transmembranario (Axelsen y Palmgren 1998).
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Figura 5. Representacion de la estructura primaria de la H -ATPasa (AHA2) de
Arabidopsis. La cadena lineal, compuesta de 920-950 aminodcidos, se pliega en las
membranas celulares y configura una estructura muy compleja. El modelo esbozado
destaca los dominios funcionales (fosfatasa, quinasa e inhibidor). Tomado de Palmgren

(1998).
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En cuanto al mecanismo de accién, se ha propuesto un modelo de
acoplamiento energético entre la hidrélisis de ATP y el transporte de H' para las
P-ATPasas, basado en la existencia de dos conformaciones, E1 y E2 (Palmgren 'y
Harper 1999, Fig. 6). El ciclo catalitico comienza por la captacion, desde el lado
citoplasmético de la membrana, de un protén y ATP por la forma El, por los que
tiene una alta afinidad, dando lugar a la forma E2. Tras la hidrolisis del ATP, el
enzima fosforilado E2 muestra una baja afinidad por ATP y por el H'. Teniendo
en cuenta que los sitios de hidrélisis de ATP y de transporte de H" estan separados
en el espacio, la comunicacion entre estos dos sitios debe implicar un importante
cambio conformacional que lleva aparejado, primeramente, la oclusién del H
dentro de la bomba y, posteriormente la liberacion del mismo en la cara externa de
la membrana plasmatica. Una vez desfosforilado, el enzima recupera la
conformacién E1 de alta afinidad por el H" y ATP, desde el lado citoplasmatico

de la membrana, concluyendo el ciclo de reaccion.

Figura 6. Modelo hipotético para el ciclo catalitico de las P-ATPasas. Tomado de

Palmgren y Harper (1999).

La H-ATPasa juega un papel central en la nutricion y crecimiento de las
plantas (revisado por Serrano 1985, 1988a, 1989, 1990, Serrano y Villalba
1993, Palmgren 1998). La evidencia experimental de la participacion del enzima
en estos procesos, esta basada en la extrapolacion de los estudios bioquimicos

llevados a cabo in vitro. El estudio con mutantes de levadura (Serrano 1988a,
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Gaber 1992) ha demostrado que la H'-ATPasa de plasmalema es esencial para el
crecimiento celular al regular la actividad bombeadora de protones y el transporte
de nutrientes. Por tanto, una evidencia concluyente para determinar el papel
fisiologico del enzima en plantés, debe provenir de la disponibilidad de plantas
mutantes con alteraciones en la ATPasa (Serrano 1989, Serrano y Villalba 1993,
Palmgren 1998).

La funcionalidad del enzima H'-ATPasa de la membrana plasmatica ha sido
estudiada a nivel de vesiculas aisladas y con el enzima reconstituido en liposomas
(Sze 1985, Palmgren 1998). Dichos estudios han demostrado que el enzima
funciona como una bomba de protones capaz de generar la fuerza protén motriz
que establece un potencial de membrana de -120 a -160 mV negativo en el interior
y un gradiente de pH de 1.5 a 2 unidades (acido en el exterior) a través de la
membrana plasmatica. La absorciéon de H' por las células vegetales es
energéticamente muy favorable debido al potencial de membrana negativo en el
interior y a la baja concentracién de H' en el citoplasma, comparado con el
apoplasto. Por ello, este enzima sirve como primera fuente de energia para el
transporte secundario de nutrientes por medio de una bateria de transportadores y
canales especificos. (Palmgren 1991, Sze y col. 1999, Palmgren y Harper 1999)
(Fig. 4).

La ATPasa de plasmalema también parece estar implicada en la carga de
nutrientes inorganicos en el xilema de la raiz, en la carga de nutrientes organicos
en el floema, y en los cambios de turgor responsables de la apertura y cierre de los
estomas (Serrano 1985, 1990). Estos hechos estdn apoyados por los estudios de
inmunolocalizacién del enzima con anticuerpos especificos y por estudios de
fusién del promotor con genes informadores. Dichos estudios han demostrado la
presencia del enzima en tejidos especialmente implicados en el transporte, del tipo
de células guarda de los estomas, floema, parénquima xilematico, endodermis,
periciclo y epidermis de la raiz (Parets-Soler y col. 1990, Samuels y col. 1992,
Bouché-Pillon y col. 1994, Frias y col. 1996, DeWitt y col. 1996). Asimismo,
dichos estudios han mostrado que diferentes isoformas exhibian un modelo
distinto de expresion especifico de tejido (Harper y col. 1994, DeWitt y
Sussman 1995, Michelet y Boutry 1995, Frias y col. 1996, DeWitt y col. 1996).
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Es conocido que los iones entran en la raiz por los transportadores (canales
o simportadores) localizados en la membrana plasmatica de las células
epidérmicas (Fig. 4). Asi, la absorcion de K* depende directamente del gradiente
electroquimico de protones generado por la H'-ATPasa (Serrano 1989,
Palmgren 1998). Este cation entra a través de células de la raiz por sistemas de
transporte de alta afinidad que permite la asimilacion del K' a bajas
concentraciones extracelulares (Schachtman y Schroeder, 1994), y por sistemas
de baja afinidad implicados en la absorcién de K a altas concentraciones externas
que funcionan como canales (Anderson y col. 1992, Sentenac y col, 1992, Cao y
col, 1995), los cuales se abren por medio de la hiperpolarizacion del plasmalema
producida por la H'-ATPasa (Michelet y Boutry 1995). El transporte de aniones
por las raices se lleva a cabo por sistemas simportadores acoplados a H' y canales
(Chrispeels y col. 1999). El transporte de agua necesario por el establecimiento
del turgor se lleva a cabo por medio de canales llamados aquaporinas, localizados
tanto en el plasmalema como en el tonoplasto (Chrispeels y col. 1999). La
absorcidn de agua es dependiente de las concentraciones cambiantes de solutos en
el citosol, principalmente K', los cuales se transportan merced al gradiente
electroquimico de protones generado por la H-ATPasa.

Se ha implicado también a la ATPasa en la elongacién celular inducida por
auxina, de acuerdo con la teorfa del crecimiento 4cido (Rayle y Cleland 1992).
Seglin esta teoria, la acidificacion de la pared celular, causada por la accién de la H'-
ATPasa, seria la responsable de la relajacion de la misma, permitiendo asi la
elongacién celular forzada por la presion de turgor. Se ha demostrado que la
estimulacién de la actividad H'-ATPasa por auxina requiere la induccién de la
sintesis de novo del enzima, via transcripcion del gen que la codifica (Hager y col.
1991, Frias y col. 1996), a diferencia de la accién de la fusicocina, que parece actuar
metabolicamente (Rasi-Caldogno y col. 1993). Sin embargo, existen numerosos
trabajos que cuestionan el papel de las auxinas en la regulacién de la H'-ATPasa
(Ewing y Bennett 1994, Harms y col. 1994, Jahn y col. 1996), y las evidencias
recientes indican que las auxinas influirian en dicha regulacién a través de la

modulacién de la apertura y cierre de los canales rectificadores de K* hacia el
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interior (Blatt y Thiel 1994) y canales de aniones hacia el exterior (Zimmermann y
col. 1994).

Otra funcién propuesta para este enzima, es el control del pH intracelular,
constituyendo lo que se ha denominado el pH-stat biofisico, en conexion con la
sintesis de 4cido mélico, pH-stat bioquimico, que suministra H' al citosol, que junto
a los procedentes de la vacuola y‘del medio externo, constituyen la fuente de H' en

el citoplasma (apartado I1.B.3, Raven y Smith 1979, Gout y col. 1992).

Teniendo en cuenta, los papeles fisiolégicos claves atribuidos a la H'-ATPasa
de plasmalema, no resulta extrafio que la actividad de este enzima esté regulado por
factores ambientales que controlan o alteran la fisiologia de las plantas tales como la
luz, turgor celular, todas las fitohormonas, fitotoxinas producidas por patogenos y
diferentes estreses como dafios mecénicos, déficit hidrico, temperatura y metales
pesados (Serrano 1989 y 1990, Palta 1990, Meharg 1993, Michelet y Boutry
1995, Palmgren 1998).

Mencion especial merece el efecto de la salinidad sobre esta ATPasa. A pesar
de los progresos en el anlisis de una relacién estructura-funcién del enzima, no se
ha establecido atin una relacién clara entre el estrés por NaCl y la expresién y/o
regulacion de esta bomba de H'. Asi, se han obtenido resultados dispares
dependiente del tejido, estadio vegetativo, intensidad y duracién del tratamiento,
métodos de obtencién y determinacién enzimética (Rausch y col. 1996). En
glicofitas como el tomate, la actividad ATPasa de plasmalema de raices se inhibi6
parcialmente (Gronwald y col. 1990, Sanchez-Aguayo y col. 1991), no se
inhibi6 (Suhayda y col. 1990) o incluso se estimulé junto a la actividad
transportadora de H' (Wilson y Shannon 1995). Asimismo, dicha actividad se
inhibi6 en pepino (Matsumoto y Chung 1988), girasol (Ballesteros y col. 1998),
especies de plantago (Bruggeman y Jaeniesh 1989), mientras que se incrementé
en Vigna radiata (Nakamura y col. 1992) y en haléfitas como Atriplex
nummularia (Braun y col. 1986) y Salicornia bigelovii (Ayala y col. 1996). Sin
embargo, el estrés salino no afecté la actividad H'-ATPasa de plasmalema de
algodon (Hassidim y col. 1986) y células de zanahoria (Colombo y Cerana 1993),

ni tampoco el contenido o la expresién del mismo en plantas etioladas de girasol
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(Roldan y col. 1991). En células de tabaco y en raices de Atriplex nummularia, la
actividad extructora de H™ in vivo asociada al enzima se vié incrementada tras el
tratamiento con NaCl (Braun y col. 1986, Watad y col. 1991), respuesta que pudo
ser mediada, al menos en parte, por una mayor expresion del gen que la codifica, de
manera que el incremento del ARNm de H'-ATPasa solo fue detectable durante el
periodo de adaptacion al NaCl (Niu y col. 1993b, Perez-Prat y col. 1994),

En general, el efecto de NaCl sobre la expresion del gen y la actividad H'-
ATPasa se ha correlacionado positivamente con la tolerancia a este factor. Las
plantas haléfitas exhiben mayores niveles de transcripcién y /o actividad H-ATPasa
que las glicofitas (Niu y col. 1995, Rausch y col. 1996), aunque 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, un espaldarazo al importante papel que puede jugar la H'-ATPasa de
plantas en la tolerancia a la sal ha venido de la produccién de un mutante knock-out
para la isoforma AHA4 de Arabidopsis thaliana, obtenido por insercion de ADN-T
(Krysan y col. 1996). Dicho mutante, homozigdtico para aha4-1, mostré un
fenotipo altamente sensible al NaCl, lo que sugiere que AHA4, que se expresa en
apices radiculares y endodermis, se requiere para la respuesta de las plantas al estrés

salino (Palmgren y Harper 1999).

Aunque no esté del todo dilucidado, y menos atin en el caso de la salinidad,
la modulacién de la actividad H'-ATPasa de plasmalema por toda esta gama de
sefiales ambientales parece ser indirecta, implicando mecanismos de transduccién de
sefiales (Serrano 1989). En la célula vegetal, la hidrélisis mediada por receptores
especificos de inositol fosfolipidos y los cambios en la concentracion del Ca**
citosélico constituyen rutas de transduccién de sefiales extracelulares a través de
membrana plasmitica (Poovaiah y Reddy 1993, Drebak 1993, Axelsen y
Palmgren 1998). Asi, el estrés salino parece ejercer cambios rdpidos en el
metabolismo de los fosfoinositidos en Dunaliella (Einspahr y col. 1988) y en
c€lulas de zanahoria (Cho y col. 1993), e incrementa el contenido del Ca** citosodlico
en protoplastos de raiz de maiz y en plantulas de Arabidopsis thaliana (Lynch y col.
1989, Knight y col. 1997). Estos resultados han Ilevado a proponer que la respuesta
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primaria al estrés salino es la perturbacién de la homeostasis del Ca** citosolico, el
cual originaria todas las respuestas encontradas en las plantas bajo condiciones
salinas y que afectaria la actividad de quinasas dependiente de Ca®* y Ca'-
Calmodulina, implicadas en la activacién—-inactivacion de numerosos sistemas
enziméticos, incluyendo la H'-ATPasa de plasmalema (Rengel 1992, Shimazaki y
col. 1992, Sussman 1994, Lino y col. 1998, Palmgren 1998, De Nisi y col. 1999).
Teniendo en cuenta que diferentes mensajeros derivados del metabolismo de los
fosfoinositidos estimulan la actividlad ATPasa de plasmalema de hipocotilos de
girasol (Memon y col. 1989, Memon y Boss 1990), podria pensarse en la
eventualidad de una regulacion de la ATPasa por estrés salino, a través de los
mecanismos indicados.

Las rutas moleculares por la cual estas sefiales ambientales pueden regular la
actividad ATPasa de plasmalema son poco conocidas. Segin Palmgren (1991) y
Michelet y Boutry (1995) pueden implicar al menos dos mecanismos distintos: a)
regulacion pretraduccional, tal como la induccién de la expresion génica de la H'-
ATPasa; b) modificacion postraduccional de las moléculas preexistentes del enzima.
No obstante, la rapidez de la mayoria de los efectos producidos por la ATPasa, ha
sugerido que el mecanismo de accién mas probable podria ser la modificacién
postraduccional del enzima (Serrano 1989). Sin embargo, es importante resaltar que
este enzima esta codificado por una familia multigénica cuyos miembros o isoformas
parecen ser reguladas y/o expresadas diferencialmente (Sussman 1994, Michelet y
Boutry 1995). En este sentido, existe una gran evidencia de que diferentes
isoformas de tomate (Ewing y col. 1990, Ewing y Bennett 1994), Arabidopsis
thaliana (Harper y col. 1990, 1994) y Nicotiana plumbaginifolia (Perez y col.
1992), se expresaron diferencial y especificamente en funcién del tipo de tejido,
células, estado de desarrollo y condiciones ambientales. AHA3 se expres6
preferentemente en células acompaifiantes del floema (DeWitt y col. 1991, DeWitt
y Sussman, 1995), AHA2, principalmente en pelos radiculares (Sussman 1994),
AHA9 y AHAI0 se expresaron especificamente en anteras (Houlne y Boutry
1994) y semillas (Harper y col. 1994), respectivamente. Asimismo, las isoformas
pueden diferir en sus caracteristicas bioquimicas o reguladoras por diferentes

efectores, generando un equipo de bombas de H' funcionalmente distintas. El
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estudio funcional de tres isoformas diferentes (AHA1-3) de Arabidopsis thaliana,
expresadas en RE de levadura mostré diferentes Km's para el ATP, pH éptimo,
sensibilidad a inhibidores, activacion por lisofosfatidilcolina y Vmax (Palmgren y
Christensen 1994). En esta misma linea, se ha especulado que el crecimiento
inducido por auxina esta mediado por una isoforma que responde especificamente
a esta hormona (Hager y col. 1991, Serrano 1993, Frias y col. 1996).

Uno de los mecanismos funcionales de regulacién postraduccional de la H'-
ATPasa es la modificacién que afecta directamente a las moléculas del enzima
preexistentes a través del dominio autoinhibitorio localizado en la region C-
terminal del enzima. Dicho mecanismo, se puso de manifiesto mediante la
eliminacién del dominio C-terminal (Figs. 5 y 7) por proteolisis controlada,
resultando una forma activada del enzima, caracterizada por un incremento de la
Vmax y de la afinidad al ATP, y por una alcalinizacién del pH 6ptimo (Palmgren
y col. 1990a, Palmgren 1991, Palmgren y Christensen 1993, Lanfermeijer y
col. 1996, Jahn y col. 1997, Palmgren 1998).

Desde esta perspectiva, la interaccion inhibidora entre el dominio inhibitorio
y el sitio catalitico y/o el sitio de ligamiento a los protones puede regularse por
varios mecanismos:

a) Desplazamiento del dominio por ligamiento de moléculas efectoras como
lisofosfolipidos y fusicocina, las cuales mimetizan el efecto de eliminacién por
protedlisis controlada del dominio C-terminal autoinhibitorio (Palmgren y
Sommarin 1989). Estudios bioquimicos y moleculares recientes han demostrado
que la fusicocina se une a un complejo receptor de la membrana plasmatica que
incluye tanto el dominio autoinhibitorio C-terminal de la H'-ATPasa como la
proteina 14-3-3 (Johansson y col. 1993, Jahn y col. 1997, De Boer 1997,
Baunsgaard y col 1998, Palmgren 1998, Sze y col. 1999, Oecking y Hagemann
1999, Chung y col. 1999). Los lisofosfolipidos parecen activar la H'-ATPasa
provocando el desplazamiento del dominio autoinhibitorio, o probablemente
estimulando una proteina kinasa (Martiny-Baron y Scherer 1989, Scherer y col.
1993). Otros lipidos como los esteroles activarian la H'-ATPasa por mecanismos

aun poco conocidos (Cooke y Burden 1990, Cooke y col. 1994).
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b) El desplazamiento del dominio carboxilo terminal puede llevarse a cabo
reversiblemente por mecanismos de fosforilacion, por medio de una proteina kinasa
dependiente de Ca®*/calmodulina, o por desfosforilacion, mediante una proteina
fosfatasa, que son capaces de cambiar la actividad de la bomba in vivo (Sussman
1994, Xing y col 1996, Palmgren 1998, De Nisi y col. 1999, Olsson y col. 1999,
Fuglsang y col. 1999, Svennelid y col. 1999). Esta regulacion por
fosforilacion/desfosforilacion constituye uno de los mecanismos claves de
modulacion de la actividad ATPasa, por efecto de diferentes sefiales ambientales via
segundos mensajeros,

¢) Eliminacién del dominio C-terminal por protedlisis endégena (Palmgren
y col. 1990a y 1991, Palmgren y Christensen 1993, Regenberg y col 1995,
Lanfermeijer y col. 1996, Jahn y col. 1997, Palmgren 1998) o por corte y unién
alternativa de intrones/exones (alternative mRNA splicing) que generen enzimas
sin el dominio C-terminal. Sin embargo, no se han encontrado evidencias que
apoyen dichos mecanismos (Palmgren 1998).

De acuerdo con todos estos resultados, se ha propuesto un modelo de
regulacién postraduccional de 1a H'-ATPasa de plasmalema, a través del dominio
C-terminal autoinhibitorio (Fig. 7, Palmgren 1998, Sze y col. 1999). Segun este
modelo, la H'-ATPasa existe en un estado de baja actividad y en un estado de alta
actividad con una alta afinidad por ATP y H'. La fusicocina induciria una fuerte
interaccion entre la proteina 14-3-3 y el dominio C-terminal de la H'-ATPasa,
modificacién que, de alguna manera, estabilizaria el estado de alta actividad del
enzima. Asi mismo, la fosforilacién de residuos serina y treonina en la H-ATPasa
podria facilitar o inhibir el ligamento de la proteina 14-3-3 al enzima. Algunos
estreses ambientales, hormonas y luz, podrian conducir a la activacién o
inactivacién de proteina quinasas y/o fosfatasas, alterando el estado de
fosforilacion, de lo que resultar, en funcién del modo de accién, la estabilizacion
del estado de baja o alta actividad de la proteina.

De acuerdo con la hipétesis de un cambio conformacional del dominio C-
terminal, podria explicarse el incremento de la razon de acoplamiento de H'/ATP
(forma activada) en plasmalema de raiz de girasol (Ballesteros y col. 1998) y la

activacion de la H'-ATPasa de plasmalema de Spartina patens (Wu y Seliskar
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1998), observadas bajo condiciones salinas. Este hecho ya se habia observado en
levadura por efecto de la glucosa (Venema y Palmgren 1995). Recientemente, se
ha comprobado que mutaciones simples en el dominio C-terminal incrementaban
dicha razo6n, sugiriéndose que el cambio de conformacion inactiva a activa podria
implicar un solo residuo (Baunsgaard y col. 1996, Morsomme y col. 1998,

Axelsen y col 1999).

Estado de baja actividad
(Estrés
salino?
(Hormonas
7.

Protein kinasa/,
fosfatasa

?
@& FC

14-3-3

(¢
14:3-3
® FC
©

Estado de alta actividad

Figura 7. Modelo de regulacion de la H'-ATPasa de plasmalema que implica al dominio
C-terminal y su interaccién con la proteina 14-3-3, que explica la accién de la fusicocina
y la regulacion por fosforilacién/desfosforilacion. FC, fusicocina; Ct, dominio C-

terminal; P, fosforilacion. Tomado de Palmgren 1998, modificado por Sze y col. (1999).
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Transportadores secundarios implicados en el flujo de Na* y CI

La existencia de altas concentraciones de NaCl en el medio extracelular
determina el establecimiento de un gradiente electroquimico de Na * entre el interior
y el exterior celular que conlleva la entrada de este cation en la célula vegetal y altera
los procesos de absorcion de otros iones como el K.

El K' es un ion monovalente esencial en el crecimiento de las plantas
(Maathuis y col. 1997). En la célula vegetal, las concentraciones citoplismicas de
K" son relativamente altas mientras que las concentraciones de Na' son
relativamente bajas, lo que indica que existen mecanismos selectivos de absorcion de
K"y de exclusién de Na* del citoplasma. En suelos salinos, K* y Na" compiten por
entrar en las células de la raiz lo que puede ocasionar un efecto negativo sobre el
crecimiento de la planta (apartado II.B.1), donde las concentraciones de sodio a
menudo exceden las de K'. De aqui, que la selectividad K"Na" sea un factor
esencial en la tolerancia a la sal, determinada por los mecanismos que controlan la
absorcion de Na', que como se vera mas abajo interactian con las del K*, asi como
los que controlan la concehtracién citoplasmica de Na’. No cabe duda que el
desarrollo de técnicas electrofisiologicas como el patch-clamp (pinzamiento de
membrana) (Hedrich y Schroeder 1989), junto a las técnicas moleculares aplicadas
a modelos microbianos (bacterias y levaduras) han ayudado al conocimiento de las
proteinas que controlan el movimiento de K™ y Na© a través de las membranas de la
célula vegetal.

El hecho de no encontrarse canales selectivos de Na* y la normal interaccién
entre el K y Na" ha llevado a la idea que el Na' entra normalmente a través de los
sistemas de transporte de K'. Basicamente, las raices utilizan para la absorcién 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). Se han identificado un gran nimero de
canales de K en varios tipos de células vegetales (Schachtm_an y Liu 1999,
Amtmann y Sanders 1999, Tabla 3, Fig. 8).
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Tabla 3. Transportadores secundarios implicados en el transporte de Na' y K en

plantas. Tomado de Schachtman y Liu (1999).

Transportadores Modo Localizacion Caracterizacion Selectividad K*/Na®
KAT/AKT Difusion pasiva  Plasmalema  Molecular y Alta selectividad por
Canales en direccion electrofisiologfa in planta el K*
hacfia el interior y en sistemas heterélogos
HKT1 Energizadopor  Desconocido Molecular y Transporta Na* y K*
Transporte de K'de el Na* electrofisiologia
alta afinidad en sistemas heter6logos
KUP o HAK Desconocido Desconocido Molecular y radioisétopos Algo permeable al
transporte de K de en sistemas heter6logos Na'
alta afinidad
NSC Difusién pasiva  Plasmalema  Electrofisiolgia in planta  Alta permeabilidad al
Canales de cationes Na'
no selectivos
AINXH1 Energizado por  Vacuolay Molecular y radioisotopos  Desconocido
Antiporte Na/H™  H' plasmalema  in planta en sistemas

heterélogos
LCT1 Desconocido Desconocido  Molecular y radioisétopos ~ Transporta Na* y K*
Transporte de en sistemas heterélogos
cationes de baja
afinidad

Los canales de K* en direccién hacia el interior (KAT1, AKTI1, KST1),

identificados en Arabidopsis y Solanum, son responsables de la absorcion de K*

por la raiz a concentraciones extracelulares de K' relativamente altas (baja

afinidad), participando también en la absorcién de K cuando la concentracion

extracelular es baja o cuando los transportadores de alta afinidad son bloqueados

(Hirsch y col. 1998, Schachtman y Liu 1999). La isoforma KATI1 en

Arabidopsis thaliana se expresa predominantemente en tejido foliar, células

guarda y tejido vascular de raices y tallos (Lagarde y col 1996). Estos canales son

altamente selectivos para el K* por lo que no parecen participar en la absorcion de
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Na' en presencia de una concentracion externa fisiologica de K" (Maathuis y col.
1997).

Los canales de K en direccion hacia el exterior, menos especificos, podrian
ser una posible via de absorcion de Na* durante la despolarizacién inducida por
NaCl (Murata y col 1994). 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 y
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), muy
permeables a un rango de cationes monovalentes, que podrian jugar un importante
papel en la absorcion de Na* (Amtmann y Sanders 1999). Estos canales se
inhiben por bajas concentraciones de Ca** externo (Laiichli y col. 1994). Seria
deseable que en condiciones salinas estos canales presentaran una actividad
reducida, contribuyendo a un incremento de la tolerancia. Sin embargo, se
desconoce su mecanismo de regulacion y la identidad molecular de los mismos.
Recientemente, se ha identificado un gen que codifica a un transportador de
cationes de baja afinidad (LCT1), que complementaba a un mutante de levadura
incapaz de absorber K*, el cual fue responsable de la absorcion de Na*, Rb™ a baja
afinidad y que se bloqueaba por concentraciones milimolares de Ca®*
(Schachtman y col. 1997). Se desconoce todavia su localizacion y si es un canal
o un transportador. Estos detalles son importantes para la determinacion del papel
fisiolégico de estos nuevos transportadores en plantas (Amtmann y Sanders
1999, Shachtman y Liu 1999).

Uno de los sistemas de absorcién de K de alta afinidad es el llevado cabo
por HKT1, originalmente identificado en trigo como un simporte K'/H' y que
parece catalizar tanto el simporte K'-Na* cuando el Na” esta a concentracion pM,
como el simporte Na'-Na®, cuando el Na* esta a concentracién mM (Schachtman
y Schroeder 1994, Rubio y col 1995, Schachtman y Liu. 1999). Se han
encontrado homélogos de HKT1 en cebada (Wang y col 1998), arroz (Golldak y
col 1997) y Arabidopsis (Schachtman y Schroeder 1994). HKT1 participa tanto
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en la absorcion de K a alta afinidad, como la de Na" a baja afinidad cuando los
sitios de K estan bloqueados (Gassmann y col. 1996). No obstante, el papel
fisiologico de HKT1 en la tolerancia al NaCl no esta claro. El hecho de que se
exprese en las células corticales, y que el Na' no se requiera para el crecimiento,
es indicativo de que este sistema no sea el mecanismo de absorcioén primario para
el K7, ni por tanto, constituya una ruta de entrada mayoritaria de Na" en la célula.
Sin embargo, cuando se expresa en oocitos de Xenopus, HKT1 participa en la
absorcion de Na' tanto a alta y como a baja afinidad (Rubio y col. 1995,
Gassmann y col. 1996). Ello, y que diferentes mutaciones en el gen expresado en
levadura incremente la selectividlad K':Na®, sugiere su implicacién en la
homeostasia ionica de las células donde se expresan (Rubio y col. 1995, Rubio y
col. 1999).

Otros transportadores de alta afinidad que podrian jugar un papel importante
en la adquisicion de K* y en la selectividad K" :Na" es la familia KUP/HAK,
descrita en Arabidopsis y cebada, y que codifica a proteinas similares a las
identificadas en bacterias y hongos, demostrandose que el Na' reduce el
transporte de K™ en al menos dos miembros de esta familia, lo que representarfa
también una ruta importante de absorcién de Na™ en las células vegetales (Santa-
Maria y col. 1997, Fu y Luan 1998).

Otro factor importante de tolerancia a la sal que contribuye a la
determinacién de la razén K'/Na* en los tejidos de plantas superiores es el
mecanismo de regulacion de las concentraciones citoplasmaticas de Na'. Asi, las
proteinas que tienen una funcién en el intercambio Na’/H" (o antiporte)
contribuyen a la regulacion de la concentracién citoplasmatica por el eflujo de
Na" desde el citoplasma hacia la vacuola o hacia fuera de la célula a través de la
membrana plasmética (Dupont 1992, Barkla y col. 1995, Schachtman y Liu
1999).

En cuanto a la compartimentacién de Na“ en la vacuola, éste es
particularmente un importante mecanismo de mantenimiento de una alta razén

K":Na' en las células de plantas superiores, que sera tratado con detalle en el
apartado I1.B.2.2.
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Respecto al mecanismo del eflujo de Na* a través del plasmalema de plantas
superiores, se ha propuesto, sobre la base de estudios fisiologicos y bioquimicos,
la existencia de un sistema antiporte Na'/H'" en raices de tomate (Mennen y col.
1990) o en vesiculas de membranas aisladas de algodon (Hassidim y col. 1990),
tomate (Wilson y Shannon 1995) y trigo (Allen y col. 1995), no encontrandose
todavia ninguna evidencia de tipo molecular. Sin embargo, en la membrana
plasmética de levadura se han descrito dos tipos de mecanismos de eflujo de Na':
un sistema antiporte NHA1/SOD2 (Prior y col. 1996) y una Na'-ATPasa
(ENAL1), que es una P-ATPasa de plasmalema que hidroliza ATP para bombear €l
Na" fuera de la célula (Haro y col. 1993, Fig. 8).

En lo que respecta a la absorcion de CI, la diferencia de potencial que se
establece a través de la membrana plasmadtica cuando se alcanza y mantiene la
homeostasia i6nica, constituye una barrera termodinamica para el influjo de este
anion, incluso a concentraciones relativamente altas, si bien, una absorcion activa
puede ser mediada por un simportador CI-H™ (Niu y col. 1995). Por el contrario,
la despolarizacion de la membrana derivada de la absorcion de Na* detiene la
absorcion pasiva de Cl a través de los canales anionicos (Skerret y Tyerman
1994). El CI', una vez absorbido a través del plasmalema, seria transportado desde
el citoplasma a la vacuola a través de canales selectivos de aniones (apartado

11.B.2.2) (Plant y col. 1994),

B.2.2. Papel de la compartimentacion vacuolar: V-H'-ATPasa, V-H'-PPasa y

transportadores secundarios implicados en el flujo de Na*y CI'

Tanto en plantas hal6fitas como en glicéfitas tolerantes, existe una clara
correlacion entre compartimentacion vacuolar y tolerancia a la salinidad (Flowers y
col. 1977, Greenway y Munns 1980). Ello reporta dos ventajas fisiologicas: la
recuperacion del turgor por el ajuste osmético con sales, y la evitacion de la
toxicidad i6nica en el citoplasma. El mecanismo de inclusién de Na™ y CI en la

vacuola, el cual se asocia a un transporte de K* en direccién al citoplasma, constituye
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(a) Célula vegetal KUP1 or HAK1

K*, Rb*, Na*
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(b) Célula de levadura
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Figura 8 Modelo que muestra los procesos de transporte implicados en el
mantenimiento de la homeostasia K':Na" en el citoplasma de plantas (a) y levaduras (b).
La falta de flechas de algunos sistemas indica que el modo de transporte es desconacido.
En plantas, AtNHXI es un antiporte Na'/H'. En levadura, las proteinas TRK son
transportadores de K'; NHX1 y NHAI son antiportes Na'/H', mientras que ENAI es una
Na"-ATPasa. Mecanismos que no se han descrito a nivel molecular se indican con una ?.
Factores reguladores como la calcineurina y HALI juegan un papel importante en la
modulacion del influjo de K™ y Na*. Tomado de Schachtman y Liu (1999).
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uno de los mecanismos mas importantes de control de la selectividad K'/Na" en el
citoplasma (Jeschke 1984, Figs. 2 y 3).

La inclusién de Na’ en la vacuola se lleva a cabo por la accién de un
antiporte Na'/H" acoplado a un gradiente electroquimico de H™ (Blumwald y
Poole 1985, Blumwald 1987, Garbarino y Dupont 1989), mientras que la
acumulacion de iones CI tiene lugar a través de canales i6nicos, por efecto del
potencial de membrana positivo en el interior (Hedrich y Schroeder 1989). El
gradiente electroquimico de H' es generado por la accién de las ATPasas y PPasas
del tonoplasto (Barkla y col. 1995, Gaxiola y col. 1999). Todos estos sistemas
seran revisados en relacion a su posible papel en los mecanismos de tolerancia a la

salinidad.

V-H -ATPasa

Numerosos estudios llevados a cabo en vesiculas de tonoplasto aisladas de
tejidos y células intactas de plantas han demostrado la existencia de dos bombas
de H' que actfian en paralelo, H'-ATPasa (V-ATPasa) y H'-pirofosfatasa (V-
PPasa), las cuales son capaces de generar un gradiente electroquimico de H' que
energiza el transporte acoplado de iones y solutos a través de la membrana vacuolar
(Figs. 4y 8, Sze 1985, Hedrich y Schroeder 1989, Sze y col. 1992, Chanson 1993,
Rea y Poole 1993, Barkla y Pantoja 1996, Zhen y col 1997, Sze y col. 1999),
desconociéndose hasta el momento, como se complementan entre si. En este
apartado revisaremos especificamente la H'-ATPasa de tonoplasto (EC.3.6.1.3.).

La H'-ATPasa de tonoplasto pertenece a la familia de las V-ATPasas, en la
que se integran todas las bombas de protones de caracteristicas bioquimicas y
moleculares comunes, independientemente de la localizacién, y que se distribuyen
ampliamente en organulos y sistemas endomembranarios de eucariotas, incluyendo
vacuolas, lisosomas, endosomas, granulos de cromafina, aparato de Golgi y
vesiculas revestidas de clatrina (Barkla y Pantoja 1996, Sze y col. 1999). En
plantas superiores, ademas de en vacuolas, el enzima estd presente en Golgi, RE y

vesiculas revestidas de clatrina (Nelson 1992).
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El papel fisiologico de la H'-ATPasa de tonoplasto es conducir los iones y
metabolitos al compartimento vacuolar, en virtud del gradiente electroquimico de
H" creado por el enzima. De hecho, los iones y metabolitos no son simplemente
depositados en la vacuola, sino que estan sometidos a un intercambio continuo
con los componentes citoplasmaticos, lo que contribuye al mantenimiento del
equilibrio citosolico. Esta funcidon homeostitica se pone de manifiesto en la
regulacion del pH citoplasmico, ajuste osmoético, acumulacién y movilizacion de
acidos organicos y control de las concentraciones de iones inorganicos, como el
calcio y fosfato, en el citoplasma (Boller y Wiemken 1986, Blumwald 1987, Taiz
1992, Barkla y Pantoja 1996, Sze y col. 1999). No obstante, su ubicua distribucién
en eucariotas indica que su esencialidad no esta limitada solo a la energizacion del
transporte de iones y flujos de metabolitos, sino que juega un papel importante en el
trafico y fusion de membrana, secrecion y distribucién intracelular de proteinas,
aspectos todos ellos, enmarcados en procesos dindmicos como la biogénesis de
vacuolas, formacion de la placa celular durante la divisién celular y la secrecion de

materiales hacia Ja membrana plasmitica de las células vegetales (Sze y col. 1999,
Marty 1999).

Las V-ATPasas se han caracterizado a nivel bioquimico en vesiculas
enriquecidas en tonoplasto de diferentes tejidos vegetales (Sze 1985, Marré y
Ballarin-Denti 1985, Blumwald 1987) y se han solubilizado y reconstituido
funcionalmente en liposomas (Kasamo y col. 1991, Ward y Sze 1992, Baiiuls y
col. 1994). En la Tabla 2, se muestran sus caracteristicas bioquimicas mas
relevantes, en comparacion con otras bombas transportadoras de H".

A diferencia de las P-ATPasas, las V-ATPasas de tonoplasto son insensibles
al vanadato y no forman intermediario fosforilado. El enzima se inhibe por nitrato
y bafilomicina A; y es insensible a azida y oligomicina, estos tltimos, inhibidores
especificos de las F-ATPasas (Sze 1985, Blumwald 1987, Ward y Sze 1992,
White 1994). Asimismo, este tipo de ATPasas es insensible a los cationes, y se
estimulan por aniones en la secuencia CI', Br >I" >HCO; >S0,%, en base a su
capacidad de disipar el potencial de membrana, via canales de aniones (Sze 1985).

En el caso del CI, su estimulacién como anién permeante se superpone a su
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accion directa sobre el enzima, la cual parece estar acoplado a una activacion del
bombeo de H' (Ward y Sze 1992). Puesto que el CI” citoplasmatico en células
vegetales es de 30-90 imM, la estimulacion directa del CI' sobre la V-ATPasa
puede ser importante en la regulacion del gradiente de pH y potencial de
membrana a través de la vacuola (Sze y col. 1992).

El enzima es también sensible a agentes bloqueantes de fosfohidrolasas que
transportan H' como DCCD, eritrosina B y DES (Blumwald 1987). El DCCD
parece unirse especificamente a la subunidad de 16 kDa que forma el canal de
transporte de H' (Sze y col. 1992). E1 DIDS inhibe también la ATPasa de tonoplasto
por su interaccién con los lugares especificos de unién a aniones (Sze 1985).

El ATP es el sustrato preferido para las reacciones de hidrélisis y, en menor
proporcién, el GTP, CTP, UTP, ADP, GDP, AMP, GMP, CMP y p-NPP, en orden
decreciente. El enzima requiere Mg”* para su actividad, aunque puede ser
reemplazado por el Mn”". La afinidad (Km) para el sustrato, el Mg-ATP, es menor
que la de la ATPasa de plasmalema, teniendo un valor aproximado de 0.1-0.2 mM,
con una estequiometria variablede 2 a 3 H' transportados por cada ATP hidrolizado
y siendo su pH 6ptimo comprendido entre 7 y 8.5 (Sze 1985, Davies y col. 1994).

Como puede observarse en la Figura 9, la V-ATPasa posee una tipica
estructura de cabeza y pedinculo, como se ha comprobado por microscopia
electrénica y tincién negativa con el enzima vacuolar de remolacha (Getz y Klein
1995). Dicha estructura es en general muy conservada en la mayoria de eucariotas
conformando un complejo multimérico de proteinas compuesto de un sector
integral (Vo), embebido en la membrana, de 250 a 300 kD, responsable de la
translocacién de H', y un sector periférico (V)), expuesto hacia la cara
citoplasmética, de 500-600 kD, responsable de la hidrélisis de ATP (Sze y col.
1992, Sze y col 1999, Figura. 9). Si bien, se han clonado la mayoria de las
subunidades del enzima dé plantas (Tabla 5), la mayor parte de la informacion
obtenida sobre la estructura-funcién de dichas subunidades ha provenido del
estudio llevado a cabo en levaduras como sistema modelo. Segun el esquema de la

Fig 9 y Tabla 4, (Sze y col 1999), el complejo V,, estaria compuesto de 5-8
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Figura 9. Estructura tipica de una V-ATPasa (multimero de 650 kD) del sistema
endomembrana de plantas. El complejo periférico, V), incluye las subunidades
cataliticas (70 kD) y reguladora (60 kD), y varias subunidades accesorias de funciones
poco conocidas. El complejo integral embebido en la membrana, Vo, lo SJorman 6 copias
del proteolipido de 16 kD, capaces de unirse al DCCD, junto con otras subunidades

integrales formando el canal para el transporte de H'. Tomado de Sze y col. (1992) y
(1999).
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subunidades diferentes incluyendo la A (rango de 67-72 kD), B (rango 55
a 60 kD), C (40-50 kD), D (32-34 kD), E (27-31 kD), F (13-14 kD) y G
(12-13 kD), con una estequiometria de A;B;CDEFG.

Tabla 4. Estructura y funcion de las subunidades de las V-ATPasas de plantas y levaduras
k.d. =Kalanchoe diagremontiana. Tomado de Sze y col. (1999).

Subunidad (kD) Loci

Subunidad Funcién correspondiente
Avena kd. remolacha levadura

en levadura

Sector V,
A Ligamiento ATP catalitico 70 72 67 69 VMAL
B Ligamiento ATP no catalitico 60 56 55 60 VMA2
H Estabilizacién V, 52 54 VMAI13
Desconocido 44 48 44
C Estabilidad V), actividad 42 42 42 42 VMAS5
D Pedunculo central, acoplamiento 32 32 VMAS
E Ensamblaje V;, actividad 29 28 29 27 VMA4
F Contacto puente Vi-Vo 13 14 VMA7
G Acoplamiento V, y Vo 12 13 VMAIQ
Sector Vo
a Ensamblaje, distribucion 100 97 100 100 VPHI/STV1
Ensamblaje Vo, estabilidad 36 32 36 VMAG6
c Translocacién de protones 16 16 16 17 VMA3
c Translocacién de protones 17 VMALIL
c" Translocacion de protones 24 19 23 VMAL6

La subunidad A es la subunidad catalitica, deducida por su sitio de unién a
nucleétidos y por su secuencia de aminoacidos, y est4 estrechamente relacionada a
otras proteinas que unen nucleoétidos (Stevens y Forgac, 1997). La subunidad B
tiene también un sitio de unidén a nucledtidos, aunque no es catalitico y parece
tener una funciéon de regulacién. Otras subunidades del complejo Vi, que a
menudo se describen como accesorias, son esenciales, como han demostrado
diferentes aproximaciones bioquimicas, incluidas el ensamblaje a mutantes de
levadura vma, y parecen jugar diferentes papeles, desde servir de puente entre los

complejos V-Vo, la estabilizacion del subcomplejo V,, y probablemente,
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promover el acoplamiento de la hidrélisis de ATP al transporte de H* (Tabla 4).
El analisis de la secuencia de las subunidades A y B de diferentes plantas y
hongos, ha evidenciado una relacién evolutiva con las F-ATPasas, sugiriéndose
que ambas evolucionaron de un tipo ancestral comin (Gogarten y Taiz 1992,
Gogarten y col. 1992). Asimismo, la similar apariencia fisica con las F-ATPasas
es consistente con la similitud en sus propiedades enzimaticas, si bien a diferencia
de la F-ATPasa, la V-ATPasa es insensible a azida y oligomicina, y de forma
similar, sensible a aniones (inhibida por nitrato y estimulada por CI). Se ha
sugerido que la identificacién de la ATPasa de tonoplasto en fracciones de
membrana no purificadas, en base a su inhibicion por nitrato, debe llevarse a cabo
en presencia de azida y oligomicina (O'Neill y col. 1983, Poole y col. 1984).

El complejo Vo de plantas es menos conocido. Estd formado de 3 a 5
subunidades, siendo la mas comin a todas las formas conocidas de Vo, la
subunidad ¢, que corresponde al polipéptido hidrofébico de 16-17 kD, el cual se
encuentra con 6 copias por holoenzima, constituyendo el canal de transporte de
H', inhibible por DCCD. Otras subunidades son el polipéptido hidrofilico 36-40
kD (d) y 100 kD (a), con una estequiometria de aced. En levadura, el complejo Vo
tiene tres proteinas adicionales de 17 kD (subunidad ¢) y 23 kD (subunidad c")
con cuatro y cinco regiones transmembranarias, respectivamente (Hirata y col.
1997). Estas nuevas subunidades identificadas juegan un papel de translocacion de
H', no habiéndose identificado atin ninguna homologia con dichas subunidades en
plantas (Sze y col. 1999).

Existen controversias acerca del papel de la subunidad 100 kD, ya que,
aunque esta subunidad es parte de la mayoria de las V-ATPasas, no se ha
detectado en las V-ATPasas purificadas de varias plantas (Ward y Sze 1992). La
mutagénesis Vphlp (homélogo de la subunidad de 100 kD en levadura) ha
sugerido un papel en el ensamblaje de la V-ATPasa y en la translocacién de
protones (Leng y col. 1998). Por otra parte, se ha indicado que la bafilomicina se
unia a la subunidad de 100 kDa (Zhang y col. 1994). Sin embargo, la bomba
purificada de avena, que es carente de la subunidad de 100 kDa, es activa y
sensible a bafilomicina A,, sugiriendo que el inhibidor se une a la subunidad de

16 kD, mas que a la de 100 kD (Li y Sze 1999). Estos autores, han indicado que el
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papel primario de esta subunidad en avena es su participacion en el ensamblaje del
complejo Vo y su destino celular mas que en la actividad de la bomba (Fig. 10).

El modelo de sintesis y ensamblaje de la V-ATPasa esta basado en
resultados mayoritariamente obtenidos en levadura y parcialmente en plantas (Fig.
10, Sze y col. 1999, Li y Sze 1999). Los sectores Vo y V| se sintetizan
independientemente. Mientras el ensamblaje del complejo V| se lleva a cabo en el
citosol, las proteinas de membrana como la subunidad de 16 y 100 kDa, parecen
insertarse dentro la membrana de RE, requiriéndose todas las subunidades de Vo
para la estabilidad del mismo. Tanto la sintesis, translocaciéon y plegado, como la
asociacion del complejo Vo y probablemente de la V-ATPasa completa, dependen
de algunas proteinas de RE y‘chaperonas como la calcinexina (CNX) y BiP que
facilitan la asociacion del complejo periférico a las subunidades del sector Vo.
Una vez ensamblada, la maquinaria de ensamblaje y la subunidad de 100 kD se
disocian y la V-ATPasa pasa del RE hasta su destino final en el aparato de Golgi y
en la vacuola.

La informacién que se tiene sobre la regulacion de las V-ATPasas es atin
escasa y fragmentada. La V-ATPasa es un complejo formado por al menos 10
subunidades localizadas en compartimentos celulares funcionalmente distintos.
Ademés, se conoce que algunas de las subunidades del enzima son codificadas por
multiples genes (Tablas 4 y 5), las cuales pueden o no ser expresadas coordinada y
especificamente, en funcién del desarrollo y/o factores ambientales. Ello hace que
su regulacibn a nivel transcripcional, traduccional y metabolico deba
serextraordinariamente compleja. Este enzima opera normalmente lejos de su
equilibrio termodindmico, basicamente debido a su desacoplamiento intrinseco
(hidrélisis de ATP sin la translocacién del complemento potencial total de H"), el
cual puede ser susceptible de regulacion cinética y/o génica por factores endégenos
y ambientales (Davies y col. 1994).

La regulacion cinética o postraduccional de la actividad de la bomba ha
implicado a diferentes mecanismos, todavia poco conocidos desde el punto de vista
molecular. Entre éstos cabe destacar: a) determinados inhibidores (Zhang y col.
1992); b) la disociacion y ensamblaje reversible del sector V, in vivo (Ward y col.
1992, Kane 1995); ¢) una razén H'/ATP variable, la cual parece depender
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Figura 10. Modelo hipotético de la sintesis y ensamblaje de la V-ATPasa en el RE. La
Calcinexina (CNX), BiP y otras chaperonas moleculares del RE, facilitan el plegamiento
y ensamblaje del subcomplejo Vo en el RE. Después, la maquinaria de ensamblaje se
disocia, y tambien la subunidad de 100 kD, antes de ser enviada a su destino. Tomado de
Liy Sze (1999).
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estrictamente del pH citosdlico y vacuolar, de manera que a mayor gradiente de pH
entre el citosol y la vacuola, menor seria dicha razon, sugiriéndose que esta
variabilidad en la razon de acoplamiento podria deberse a la presencia de diferentes
isoformas enzimaticas con diferentes razones de acoplamiento, aunque no es
descartable que dicha variabilidad provenga de una simple isoforma (Davies y col.
1994, Muller y col. 1999); d) la actividad de la V-ATPasa podria regularse por la
oxidacion (inactivacion) y reduccion (activacién) reversible de puentes disulfuro de
residuos criticos de cisteina por proteinas reguladoras (Stevens y Forgac 1997), el
cual explicaria el mecanismo de inhibicién por nitrato (Dschida y Bowman 1995).
Segln este mecanismo, el nitrato, en presencia de ATP, actuaria como agente
oxidante, mis que como agente caotrépico, promoviendo la formacién de puentes
disulfuros en residuos de cisteina, los cuales pueden dar lugar a la disociacion del
complejo V; del sector integral Vo. 4

La actividad de la V-ATPasa se regula por diversos factores endégenos y
ambientales. La presencia de familias multigénicas para algunas subunidades (Tabla
5), parece sugerir que algunos genes son constitutivos y otros pueden estar bajo
control de mecanismos especificos de células, tejidos y organulos. Este es el caso de
los 4 isogenes para la subunidad ¢ de Arabidopsis (Pereray col. 1995) y 2 para la de
algodén (Hasenfratz y col. 1995). Asi mismo, la expresién de los sectores Vo y V;
parece estar regulada coordinadamente por factores ambientales como la luz
(Viereck y col. 1996) o la salinidad (Low y col. 1996), factor, este ultimo, que
estudiaremos con mayor detalle en relacién a la V-ATPasa.

Un factor considerado clave en la tolerancia a la salinidad ambiental es el
control de las concentraciones intracelulares de iones y su acumulacién en vacuola
(Niu y col. 1995, Serrano 1996). Esta idea ha provenido fundamentalmente de los
estudios llevados a cabo en plantas de comportamiento hal6fito, 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). Debido a ello, se han llevado a cabo estudios detallados sobre la regulacién
de la expresion génica y de la actividad de la V-ATPasa, como un posible factor

determinante de tolerancia. En Messembryanthemum crystallinum, Beta vulgaris
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Tabla 5. ADNc y clones genémicos e isoformas de las distintas subunidades de la H'"-

ATPasa vacuolar identificadas en plantas superiores. (r.n.p. =resultados no publicados).

Subunidad Isoformas  Especie Referencias
A 3 Daucus carota Gogarten y col (1992)
2 Gossypium hirsitum Wilkins (1993)
Beta vulgaris Lehr y col. (1999)
Vigna radiata Chiu y col. (1995)
Brassica napus Orr y col. (1995)
Arabidopsis thaliana Magnotta y Gogarten (1997)
Hordeum vulgare FM DuPont (r.n.p.)
Zea mays A Fraichard (r.n.p.)
Nicotiana tabacum Narasimhan y col. (1991)
Messembryanthemum Léw y col. (1996)
B 4 Arabidopsis thaliana T Wilkins (r.n.p.)
2 Hordeum vulgare Berkelman y col. (1994)
3 Gossypium hirsutum Wan y Wilkins (1994)
E Hordeum vulgare Dietz y col. (1995)
F Messembryanthemum T. Rausch (r.n.p.)
G 2 Nicotiana tabacum Rouquié y col. (1998)
c 2 Beta vulgaris Lehr y col. (1999)
2 Vigna radiata Hung y col. (1998)
4 Arabidopsis thaliana Perera y col. (1995)
2 Gossypium hirsutum Hasenfrantz y col. (1995)
2 Nicotiana tabacum M. Kirsch (r.n.p)

Avena sativa
Lycopersicon esculentum

Lai y col. (1991)
Cooley y col. (1999)

Messembryanthemum Tsiantis y col. (1996)
Oryza sativa C. Xiao (r.n.p)

Kalanchoe daigremontiana Bartholomew y col. (1996)
Daucus carota Léw y Rausch (1996)
Clusia minor Léw y Rausch (r.n.p.)
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Daucus carota, los tratamientos salinos incrementaron los niveles de ARNm que
codifican a las subunidades A y ¢ (Rausch y col. 1996). Del mismo modo, en raices
y hojas jovenes de M. crystallinum, los niveles de transcrito de las subunidades ¢, A
y B incrementaron coordinadamente por efecto de la sal, mientras que en hojas
expandidas solo se indujo el ARNm de la subunidad ¢ (Léw y col. 1996),
sugiriéndose que en este tejido existe un mecanismo de regulacion transcripcional
diferente para cada una de estas subunidades (Tsiantis y col. 1996). Asi mismo, se
pudo comprobar que el 4cido abcisico mimetizaba el efecto de la sal en dicha
transcripcion, lo que parece implicar a esta hormona en la transduccién de la sefial
durante la adaptacion al estrés salino (Tsiantis y col. 1996). Estos resultados
sugieren que la expresién de la subunidad ¢ determina el nivel del sector Vo formado
y asi el gen(es) puede ser objeto de regulacion por numerosos factores endégenos y
ambientales (Sze y col. 1999).

La actividad V-ATPasa se ha estudiado también en otras especies glicofitas,
aunque en algunos casos se han obtenido resultados contradictorios, posiblemente
debido a las condiciones experimentales y origenes vegetales utilizados. No
obstante, parece ser un fendmeno general el incremento de la actividad y sintesis
del enzima por los tratamientos salinos, habiéndose observado, en células
adaptadas de tabaco, que la actividad transportadora de H' y 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, la actividad
transportadora de H' se increment6 de 1 a 3 veces, sin cambio en la actividad
ATPasa en raices de cebada (DuPont 1992) y suspensiones celulares de zanahoria
(Low y col. 1996), ambas tratadas con 100 mM NaCl, asi como en raices de
girasol tratadas con 75 y 150 mM NaCl (Ballesteros y col. 1996). Para explicar
estos hechos, DuPont (1992) postulé que el estrés salino podia incrementar la
razon de acoplamiento entre el transporte de H' y la hidrélisis de ATP, lo que
implicaria la sintesis de isoformas de ATPasa especificas frente al estrés. A este
respecto, para Rausch y col. (1996), una regulacién postranscripcional de la V-
ATPasa por estrés salino seria de mayor relevancia que la transcripcional, sobre

todo, a la luz de los datos sobre la inactivacion reversible por oxidacion de la V-
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ATPasa (Stevens y Forgac 1997, Miiller y col. 1999) o la regulacion via
fosforilacion y/o lipidos especificos de membrana (Martiny-Baron y col. 1992,
Yamanishi y Kasamo 1994, Burgos y Donaire 1996).

En general, estos resultados apoyan la idea de que las plantas se adaptan a
condiciones de alta salinidad debido, en parte, a un incremento de la expresion de

esta bomba de protones de las vacuolas ubicada a nivel de la membrana vacuolar.

V-H -PPasa

Ya en 1985 se puso de manifiesto la existencia de una segunda bomba de H' en

el tonoplasto de células vegetales que utilizaba PPi como sustrato (Chanson y col.

1985, Rea y Poole 1985). Posteriormente, otras investigaciones han demostrado que

las V-PPasas (E.C.3.6.1.1) son enzimas ubicuos, presentes en plantas superiores,
algas, musgos y bacterias fotosintéticas (Maeshima y col. 1994). Estos enzimas
pertenecen a una nueva categoria de translocasas de iones, las cuales se diferencian de
las demas H'-fosfohidrolasas (Tabla 2), por su secuencia, composicion de las
subunidades, especificidad de sustrato y sensibilidad a inhibidores (Sarafian y col.
1992, Reay col. 1992b, Rea y Poole 1993, Zhen y col. 1997).

Este enzima se halla abundantemente localizado en las membranas vacuolares
de plantas (Vicente y Vale 1991, Oberbeck y col. 1994), habiendo sido
solubilizado, separado fisicamente de la V-ATPasa por filtracién en gel (Rea y
Poole 1986, Wang y col. 1986, Chanson y Pilet 1989) y reconstituido
funcionalmente en liposomas (Perotti y col. 1994, Sato y col. 1994, Nakamura y
col. 1997). En la Tabla 2, se muestran las caracteristicas bioquimicas mas relevantes
del enzima H'-PPasa en relacién a las demas H'-fosfohidrolasas: tiene un pH
Optimo entre 7.0 y 8.5, insensible a vanadato, nitrato, y azida u oligomicina, e
inhibible por fluoruro, asi como por 1.1 difosfonato y sus analogos, como
imidodifosfato, metilenedifosfonato y aminomeliten-difosfonato, siendo este tiltimo
un potente inhibidor de la PPasa vacuolar de plantas superiores con una Ki de 1.8
MM (Wang y col. 1986, Chanson y Pilet 1988, Pugliarello y col. 1991, Hoffma-
Thoma y Willenbrick 1993, Zhen y col. 1994, Zhen y col. 1997, Gordon-Weeks
y col. 1999). La actividad enzimitica depende estrictamente de cationes,
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principalmente K, y en menor medida NH,', se inhibe por Na' y Li’, que
probablemente compiten con el K* por el lugar de unién, no siendo afectada por los
aniones (Pugliarello y col. 1991, Gordon-Weeks y col. 1997, Terrier y col. 1998).
Presenta un requerimiento estricto de Mg para su actividad, con constantes de
ligamiento a alta y a baja afinidad para el ion libre oscilando entre 23-41 pM y 0.25-
0.46 mM, respectivamente, siendo el dimagnesio pirofosfato (Mg,PPi) el sustrato
activo, con valores de Km entre 2.5-5 uM. (Baykov y col. 1993, Gordon-Weeks y
col. 1996) y una estequiometria de un H" por PPi hidrolizado (Rea y Poole 1993,
Zhen y col. 1997). Concentraciones micromolares de Ca®* inhiben al enzima
(Maeshima 1991, Suzuki y col. 1999), siendo menos sensible a DCCD, DES y
DIDS que las H'-ATPasas (Wang y col. 1986, Chanson y Pilet 1988, Hoffma-
Thoma y Willenbrick 1993, Suzuki y col. 1999).

La subunidad de unién al sustrato es un polipéptido de entre 64-81 kD, segiin
el origen vegetal (Rea y col. 1992a), no estando claro el tamafio de la unidad
funcional (monémero, dimero o tetramero), con el centro catalitico orientado hacia
el citosol, capaz de llevar a cabo ambas funciones cataliticas de hidrélisis de PPi y
transporte de H' (Kim y col. 1994b, Perotti y col. 1994).

El andlisis de las secuencias de varios ADNc que codifican para la V-PPasa de
plantas superiores reveld una alta homologia en la secuencia de amino4cidos (94-
85%) (Sakakibara y col. 1996). El ADNc de Arabidopsis codifica a un polipéptido
de 770 aminoacidos con un peso molecular calculado de 80.8 kD (Sarafian y col.
1992). Esta discrepancia entre el peso molecular estimado utilizando electroforesis
en SDS (64.5 a 67 kD) y el deducido de la secuencia (80.8 kD), es una caracteristica
comun en proteinas de membrana, que pueden moverse anémalamente en los geles
de poliacrilamida en SDS (Chanson 1993, Nakanishi y Maeshima 1998). El
analisis hidropético sugiere que este polipéptido es extremadamente hidrofébico, con
13-16 dominios transmembranarios y varios dominios hidrofilicos que
probablemente participan en la unién de cationes (Mg**, Ca** y K*) y aniones (PPi*,
MgPPi*, Mg,PPi) (Fig. 11, Sarafian y col. 1992, Tanaka y col 1993, Kim y col
1994a, Sakakibara y col. 1996, Zhen y col. 1997).
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Aunque la PPasa es codificada por un simple gen en Arabidopsis (Sarafian y
col. 1992), y en Hordeum vulgare (Tanaka 'y col. 1993) y Vigna radiata (Nakanishi
y Maeshima 1998), la presencia de 2 isoformas (BVP1 y BVP2) en Beta vulgaris
(Kim y col. 1994a), 3 en Nicotiana tabacum (TVP5, TVP9 y TVP31) (Lerchl y col.
1995), 2 en Oryza sativa, (OVP1 y OVP2) (Sakakibara y col. 1996), sugiere la
existencia de multiples isoformas que pueden expresarse especificamente en funcién
del organulo, tejido, estadio de desarrollo y factores ambientales, o bien que dan
lugar a un enzima con caracteristicas cataliticas y/o reguladoras diferentes en funcién
de los factores antes mencionados (Kim y col. 1994a, Lerchl y col. 1995,
Sakakibara y col. 1996, Zhen y col 1997).

El mecanismo de accién de la V-PPasa es ain poco conocido. Se han
llevado a cabo estudios de mutagénesis dirigida con el enzima de Arabidopsis
thaliana, basados en la sustitucién singular de los residuos conservados (aspartato
y glutamato), reveldndose la importancia de la funcién de estos aminoécidos en la
hidrélisis del PPi, translocacion de protones y inhibicién por DCCD (Zhen y Rea
1995, Zhen y col. 1997). Se han identificado tres clases funcionales de mutantes,
de acuerdo con el modelo de 15 dominios transmembranarios (Fig. 11): clase I,
mutantes que exhibieron hidrélisis de PPi, translocacién de H' y sensibilidad a
DCCD similar al del tipo salvaje, mostrando que el Glu 119, 229, 667 y 751 no
son esenciales ni en la hidrdlisis ni en la translocacién de H'; clase II, en los
mutantes obtenidos, se desacopla la translocacién de protones de la hidrolisis de
PPi, mientras se mantiene la inhibicién al DCCD, reveldndose la importancia de
Glu 427 en el acoplamiento eficiente del transporte de H' a la hidrélisis de PPi;
clase III, mutantes con anulacién casi completa de la hidrélisis del PPi y del
transporte de H', con una actividad residual notablemente menos sensible al
DCCD, revelandose el papel de Glu 305 y Asp 504 en la catalisis y en la unién al
DCCD.

La combinaci6n de los estudios bioquimicos y mutacionales demostraron la
importancia de la cisteina 634, conservada en las secuencias de especies vegetales
conocidas y de orientacién citosélica, en la inactivaciéon de la V-PPasa por

alcalinizacion provocada por NEM. Dichos estudios indicaron que la Cis 634 no
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participa en la catalisis y el efecto inhibidor de NEM se debe mas bien al cambio
conformacional en el sitio de unién del substrato (Kim y col. 1995, Barkla y
Pantoja 1996). Recientemente, Gordon-Weeks y col. (1996) han investigado el
efecto protector del Mg”* en la sensibilidad de la H'-PPasa de judia a NEM y han
propuesto que los residuos Glu y Asp del bucle citoplasmatico conteniendo la Cis

634, estan implicados en la unién del Mg2+ al enzima.

La comparaciéon entre las H'-PPasas vacuolares y las PPasas solubles
sugiere que la configuracion de (E/D)(X);KXE es el sitio catalitico putativo de la
PPasa (Rea y col. 1992, Kim y col. 1994b, Nakanishi y Maeshima 1998,
Baltscheffsky y col. 1999). Este motivo est4 conservado en 11 H'-PPasas de seis
especies de plantas, y la reaccién con un anticuerpo dirigido a este motivo en
Vigna radiata ocasioné una inhibicién notable de las actividades de hidrélisis de
PPiy el transporte de H' dependiente de PPi (Takasu y col. 1997).

En cuanto al mecanismo de regulacién del enzima, el hecho de que este
enzima sea regulable por concentraciones micromolares de Ca** y citoquininas
(Maeshima 1991, Kasai y col. 1993a, 1993b), estimulable por componentes
lipidicos activadores de proteina kinasas, es decir, sometido a regulacién por
fosforilacion (Bille y col. 1992), y por mecanismos transcripcionales, presentando
varias isoformas especificas del tejido (Kim y col. 1994a, Hértensteiner y col.
1994), hacen a esta un enzima candidata a una regulacién rapida por mecanismos de

transduccion de sefales ambientales.

Es un hecho bien establecido que la H'-PPasa de tonoplasto funciona como
una bomba electrogénica de H', que transporta H" del citosol al lumen vacuolar,
generando el gradiente electroquimico de H' necesario para el transporte acoplado
de iones y solutos a través del tonoplasto, contribuyendo asi al desarrollo y
mantenimiento de la presion osmética y presién de turgor, esenciales para la
absorcién de agua por las células y para el crecimiento célular, respectivamente
(Figs. 4 y 8, Rea y Sanders 1987, Rea y Poole 1993, Chanson 1993, Barkla y
Pantoja 1996). En cotiledones de calabaza, la PPasa parece actuar como bomba

mayoritaria durante la germinacién y/o el primer estadio de desarrollo (Susuki y
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Kasamo 1993). En el hipocotilo, Nakanishi y Maeshima (1998) encontraron que
los niveles de transcripcion y de proteinas de la V-PPasa en zonas maduras fueron
menores que en la region de elongacion.

Esta bomba de iones transporta H' en la misma direccién que la H'-ATPasa de
tonoplasto, compartiendo las mismas funciones fisiologicas, y planteando el
problema del porqué de la necesidad de dos bombas de H" acidificando el mismo
compartimento celular (Rea y Poole 1993, Chanson 1993). Una respuesta a esta
pregunta podria provenir de los requerimientos casi absolutos de K™ que tiene el
enzima para su actividad (p.c. Rea y Poole 1986) y de los datos fisiologicos en
relacion al efecto de este cation (Davies y col. 1992). Se ha comprobado que la H'-
PPasa de tonoplasto, ademéas de H', puede transportar K hacia la vacuola,
proponiendo a este enzima como el primer sistema de transporte activo primario de
K" identificado en vegetales (Davies y col. 1992, Leigh y col 1994, Obermeyer y
col. 1996). Sin embargo, esta hipétesis ha sido puesta en duda por Sato y col.
(1994), quienes tras utilizar PPasa altamente purificada de calabaza, demostraron
que el transporte de “’K* era independiente de la translocacién de H' por el
enzima, atribuyendo dicho transporte a una difusién pasiva. Asimismo, Ros y col.
(1995) en membranas vacuolares de Vitis vinifera, utilizando sondas fluorescentes
para H', K" y medida del potencial de membrana, revelaron la ausencia de un
transporte de K’ asociado directamente a la PPasa. Ello indicaba que la
estimulacion del enzima por K podria reflejar algiin requerimiento estructural
para este cation, el cual es la especie i6nica mayoritaria en el ambiente natural del
enzima.

Una explicacion a la existencia de esta segunda bomba de H', es el ahorro de
energia que representa la utilizacion de la energia libre del PPi, que, ademas de ser
un subproducto de las rutas biosintéticas mayoritarias, asegura el reciclado del
fosfato (Rea y Poole 1993, Zhen y col. 1997). De acuerdo con esta hipotesis, estos
autores sugirieron que el enzima podria favorecer la fisiologia de las plantas bajo
condiciones de estrés por anoxia o baja temperatura, donde los niveles
citoplasméticos de ATP disminuyen drasticamente, y cuyos efectos pueden
amplificarse ain mas debido a la inactivacién temporal de la V-ATPasa causada por

la disociacion del enzima inducida por frio (Ward y col. 1992). A este respecto, se

65



Antecedentes cientificos

ha encontrado que el contenido de proteina y/o la actividad enzimatica especifica
de la V-PPasa incrementaron bajo anoxia y frio (Carystinos y col. 1995, Darley y
col. 1995, Davies y col. 1997), alta temperatura (Terrier y col. 1998), en
condiciones de deficiencia de elementos minerales (Kasai y col. 1998) y de estrés
salino (Ballesteros y col. 1996). Teniendo en cuenta que los niveles citoplasmaticos
de PPi parecen ser constantes, incluso cuando las plantas se someten a estrés, y los
niveles de Mg®* aumentan también en estas condiciones (Rea y Poole 1993 y sus
referencias), el enzima PPasa podria conferir una doble ventaja. Por una parte,
economizar el consumo de ATP en situacion de estrés, donde su contenido celular
diminuye, y por otra parte como mecanismo de seguridad para el mantenimiento
del gradiente de electroquimico de H' de la membrana vacuolar para el 6ptimo
funcionamiento celular y la estabilizacion del pH citosolico en las células vegetales
bajo dichas condiciones (Darley y col. 1995, Sakakibara y col. 1999).
En el caso del estrés salino, el mantenimiento del gradiente electroquimico de
H" por la PPasa, 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). En relacion al efecto de la salinidad
sobre la H'-PPasa se ha detectado una inhibicién in vivo e in vitro de la actividad en
raices de Vigna radiata (Nakamura y col. 1992), Messembryanthemum
crystallinum (Bremberger y Liittge 1992) y raices de cebada (Matsumoto y
Chung 1988), mientras que dicha actividad se increment6 en células de zanahoria
(Colombo y Cerana 1993) y raices de girasol (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, éunque este efecto se atribuyé a un mayor contenido
vacuolar, méas que a un efecto especifico del NaCl (Hértensteiner y col. 1994). No
obstante, el hecho que la sobreexpresién de la H'-PPasa vacuolar (AVP1) de
Arabidopsis thaliana confiera tolerancia a la salinidad a mutantes de levadura enal
(defectivos en el sistema de extrusién de Na") sensibles a la sal, siempre que
expresen un canal funcional de Cl' y antiporte Na'/H', parece indicar que esta

bomba primaria (y la V-ATPasa) vacuolar actia en concierto con dichos
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transportadores secundarios para secuestrar iones en este compartimento (Gaxiola y
col. 1999).

Transportadores secundarios implicados en el flujo de Na™ y CT

El control de la acumulacién de Cl'y Na en las vacuolas de plantas halofitas y
glicofitas tolerantes a la sal, constituye uno de los mecanismos principales de
tolerancia, al poder evitar la toxicidad iénica y utilizar estos iones para el ajuste
osmotico. El transporte activo secundario de iones a nivel vacuolar, es energizado
por la accién de una H'-ATPasa y de una H'-PPasa, capaces de generar el gradiente
electroquimico de H', cuyo eflujo hacia el citoplasma se acopla a la entrada o salida
de cationes (actividad antiporte o simporte, respectivamente), al tiempo que el
potencial eléctrico creado conduce la entrada de aniones a la vacuola (canal o
uniporte) (Figs. 4y 8).

En relacién al transporte de Na* a la vacuola, las primeras evidencias de la
existencia de un intercambio Na’/H" en vacuolas intactas de remolacha se
obtuvieron, al observar que el Na" afiadido al medio de reaccion que contenia dichas
vacuolas, no inhibia la actividad ATPasa de tonoplasto, aunque si la formacién del
gradiente de pH (Niemietz y Willenbrick 1985). En el mismo sentido, Blumwald y
Poole (1985) observaron que el Na* provocaba la disipacién del gradiente proténico
preformado, medido con sondas fluorescentes de pH, en vesiculas de tonoplasto
aisladas de raices de remolacha. Estos autores propusieron que la disipacién se debia
a un intercambio electroneutro Na'/H" llevado a cabo por una proteina antiportadora
inducible por Na’, cuya actividad mostraba cinéticas de saturacién de Michaelis-
Menten para la concentracién de Na' extravesicular, con valores de Km aparente de
7.5 mM. Dicha proteina era especifica y competitivamente inhibida por amilérido,
inhibidor competitivo del antiporte Na'/H" en membranas de células animales
(Kinsella y Aronson 1981), y sus analogos, 5-(N-metil-N-isobutil)-amilorido (MIA)
y 5-(N-etil-N-isopropil)-amilorido (EIPA) y 5-(N, N-hexametilene) amilorido
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(HMA) (Blumwald y col. 1987b). Posteriormente, Blumwald y Poole (1987)
demostraron también la existencia de actividad antiportadora en células de Beta
vulgaris, inducible especificamente por Na', y postularon su posible relacién con la
tolerancia de las plantas a la salinidad. Asimismo, Staal y col. (1991) encontraron
una clara relacion entre el antiporte Na'/H' y la resistencia de Plantago a la
salinidad, en dos especies con sensibilidad diferencial a dicho estrés. Mediante
técnicas de resonancia magnética nuclear se ha demostrado que Ia actividad antiporte
Na'/H" parece funcionar in vivo, en vacuolas de células de Catharanthus roseus
(Guern y col. 1989), de raices de cebada (Fan y col. 1989, Martinez y Liuchli
1993) y de maiz (Spickett y col. 1993). Otros autores han demostrado dicha
actividad antiportadora mediante la medida del flujo de *Na' dependiente del
gradiente de H" (Barkla y col. 1990).

En glicofitas, la actividad antiporte Na'/H™ se ha identificado en vesiculas
aisladas de tonoplasto de remolacha (Blumwald y Poole 1985), cebada (Garbarino
y Dupont 1988), algodén (Hassidim y col. 1990), Plantago (Staal y col. 1991)
girasol (Ballesteros y col. 1997) y arroz (Fukuda y col. 1998), asi como en vacuolas
aisladas de remolacha (Niemietz y Willenbrick 1985, Blumwald y col. 1987b) y de
Chatharantus roseus (Guern y col. 1989). En plantas halofitas, se ha puesto de
manifiesto en vesiculas de tonoplasto de Atriplex (Matoh y col. 1989, Hassidim y
col. 1990) y en especies halofitas de Plantago (Staal'y col. 1991) y M. crystallinum
(Barkla y col. 1995).

En Saccaromyces cerevisae, se ha identificado el gen NHX1, homoélogo a los
genes NHE (antiporte Na'/H") de mamiferos, cuyo producto media el secuestro de
iones Na" dentro del compartimento prevacuolar (Nass y col. 1997, Nass y Rao
1998). Recientemente, se han clonado genes homélogos a NHX1 en Arabidopsis
(AtINHX1) (Gaxiola y col. 1999, Apse y col. 1999, Quintero y col. 2000), y Oryza
sativa (OsNHX1) (Fukuda y col. 1999), que codifican proteinas de 58 y 59 kD,
respectivamente, aunque la de Arabidopsis present6, en geles de poliacrilamida-

SDS, un peso molecular aparente de 47 kD (Apse y col. 1999). En funcién de estos
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resultados, son cuestionables aquellos otros que adscribian a una proteina de 170
kD de tonoplasto de remolacha una funcionalidad antiportadora (Barkla y col.
1990, Barkla y Blumwald 1991).

Como se ha indicado, el intercambio Na'/H" sigue una cinética de Michaelis-
Menten para la concentracion de Na' con valores de Km variables segin la especie
vegetal: 14 mM en vesiculas microsomales de hojas de Atriplex gmelini (Matoh y
col. 1989), 9 mM en vesiculas de tonoplasto de raiz de Hordeum vulgare
(Garbarino y Dupont 1988), 7.5 mM en tonoplasto de tejidos de almacén de Beta
vulgaris (Blumwald y Poole 1985), 2.4 mM en raices de Plantago maritima (Staal
y col. 1991), 8 mM en raices de girasol (Ballesteros y col. 1997) y 10 mM en raices
de Oryza sativa (Fukuda y col. 1998). El antiporte muesta una alta selectividad para
el Na* comparada con K', Rb*, Cs*, Li" y colina (Garbarino y Dupont 1988, Staal
y col. 1991), presentando una estequiometria de 1 Na' transportado por 1 H'
cotransportado (Blumwald y Poole 1985).

El intercambio Na'/H" es inhibible por amilérido en vesiculas de tonoplasto de
Beta vulgaris (Blumwald y col. 1987b), girasol (Ballesteros y col. 1997) y Oryza
sativa (Fukuda y col. 1998); mientras que en vesiculas de tonoplasto de raices de
Hordeum vulgare (Garbarino y Dupont 1988), membranas microsomales de hojas
de Atriplex gmelini (Matoh y col. 1989) y vesiculas de tonoplasto de raices de

Plantago maritima (Staal y col. 1991), no ejercié efecto alguno.

El mecanismo de regulacion de la actividad antiportadora es controvertido.
A partir de los datos cinéticos obtenidos, se ha sugerido que dicha actividad era
inducida de novo por el estrés salino en células de remolacha (Blumwald y Poole
1987) y en raices de cebada. (Dupont 1992). Garbarino y Dupont (1989)
detectaron una induccién rapida de la actividad antiporte de tonoplasto de raices
de cebada, en presencia de inhibidores de la sintesis de proteinas, lo que indicaba
una posible regulacion postraduccional por activacion de proteinas de antiporte

preexistentes. Ballesteros y col. (1997) llegaron a similares conclusiones para el
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enzima de raices de girasol. En plantas halofitas como Atriplex o
Messembryanthemum, dicha actividad parece ser constitutiva y regulada por un
incremento en el contenido de la proteina antiportadora (Hassidim y col. 1990,
Barla y col. 1995). A nivel génico, la expresion de AtNHXI1 y OsNHXI
incremento por estrés salino en raices y parte aérea (Gaxiola y col. 1999, Fukuda
y col. 1999), mientras que Apse y col. (1999) no detectaron incremento de la

transcripcion de AtNHX1 en presencia de sal o ABA exdgeno.

El papel fundamental del antiporte Na'/H" de tonoplasto es conducir la
acumulacién de Na" en vacuolas en condiciones de salinidad (Blumwald y col.
1987a). Ello unido a una dificultad de salida de este catién en vacuolas de plantas
estresadas, conforma un mecanismo eficiente de secuestro de Na' en dicho
compartimento celular (Maathius y Prins 1990). La relevancia de dicho mecanismo
en la tolerancia a la salinidad ha quedado reflejado de forma inequivoca, tras la
identificacion y el clonaje del gen que codifica la proteina antiportadora Na'/H' en
plantas superiores. La sobreexpresion de AtNHX1 en una cepa de levadura mutante
en su gen nhxl, suprimié el fenotipo sensible a la sal, lo que sugeria que los
productos de plantas y levaduras eran funcionalmente similares (Gaxiola y col.
1999) Asimismo, en plantas transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresaban
AtNHX1, el crecimiento de las mismas no se veia afectado por concentraciones de
hasta 200 mM NaCl

Un aspecto importante de la compartimentacién vacuolar es el transporte de
CI, que se requiere para conseguir el balance eléctrico durante el bombeo de
protones por la ATPasa vacuolar (Wada y col 1992). Ademss, la
compartimentacién vacuolar de CI” es una adaptacién esencial en la tolerancia al
NaCl (Niu y col. 1995). El movimiento de CI" desde el citosol a la vacuola se
consigue a través de canales energizados por las bombas de H' del tonoplasto. Se
ha propuesto que los canales de tipo vacuolar lentos (SV) explicarian todos las
conductancias ionicas a una concentracién citosélica elevada (>1uM) de Ca®*

(Plant y col. 1994) y, alternativamente, un antiporte H'/CI' (Rea y Sanders
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1987). Las células de levadura contienen un solo canal de CI' codificado por el
gen GEFI. La mayoria de las proteinas que componen el canal de CI en levaduras
se localizan en pequefias vesiculas derivados de las vesiculas de Golgi. Estos
pequefios compartimentos vacuolares pueden ser mas importantes en la tolerancia
a la sal que la vacuola central. El mutante gef] en levadura pudo complementarse
por la expresién de los genes que codifican a canales de CI' (CLC-c y CLC-d) de
Arabidopsis thaliana (Gaxiola y col. 1998). No esta claro si, en plantas, estos
canales de CI estan localizados en la membrana plasmatica, membrana vacuolar o
en ambas. La membrana plasmatica de las células guarda contiene un canal de
aniones muy activo, que lleva a cabo la extrusion del cloruro y malato durante el
cierre de estomas (Hedrich, 1994), sin embargo, la base molecular de este canal

es todavia desconocida (Serrano y col. 1999).

B.3. Sistema coordinado de transducciéon de la seiial de estrés salino: papel

del Ca?* y del pH citoplasmatico

En el apartado A.4 se ha mencionado el papel relevante del Ca®* en su doble
funcién como estabilizador de las membranas y como segundo mensajero en la
percepcion de la sefial de estrés salino y en la regulacion de la respuesta
adaptativa a la salinidad tales como el mantenimiento del equilibrio osmético y de
la homeostasia i6nica. En los Gltimos afios ha emergido un modelo hipotético de
percepcion de dicha sefial, de su transduccion y la regulacion de distintos
efectores que modulan la homestasia de Na* y K', basado en las evidencias
obtenidas en plantas y, sobre todo, en levaduras (Fig. 12, Bressan y col. 1998,
Serrano y col. 1999).

Segun este modelo, el estrés salino se percibe por un sensor para el cambio
de turgor y de la concentracién de Na', todavia desconocido en plantas, pero que
en levaduras parecen implicar a proteinas de membrana como una histidina
quinasa (SLN1) y SHO (proteina SH;) (Hohmann 1997). Como consecuencia de
ello se inicia una ruta de transduccidn de sefiales dependiente de Ca’". En plantas,
se ha observado que el estrés salino inducia un incremento en la concentracion de

Ca®" citosélico en maiz y Arabidopsis (Lynch y col. 1989, Knight y col. 1997),
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Figura 12. Modelo de percepcion de sefiales, transduccion y regulacion de efectores que
modulan la homeostasia de Na* basado en evidencias obtenidas en plantas y levaduras.
Explicacion en el texto. Abreviaturas: AtCDPKI1/la, proteina quinasa dependiente de
Ca’" de Arabidopsis_thaliana; CAM, calmodulina; CNA/B, subunidad A 'y B de la
calcineurina (fosfatasa de tipo 2B,PP-2B); PP-2C, fosfatasa de tipo 2C; SOS3, proteina

homdloga a la calcineurin . Tomado de Bressan y col. (1998).
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probablemente mediado por productos de hidrélisis de los fofoinositidos de la
membrana plasmatica (Cho y col. 1993, Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki
1997, Pical y col. 1999). Estas rutas de transduccién dependiente de Ca®*, al
menos en levadura, implicarfa a una cascada de fosforilacién de proteinas
gobernada por la MAP-quinasa (ruta HOG) ), activada por cambios osméticos
(Marquez y Serrano 1996, Munnik y éol. 1999), y otras mediada por
desfosforilacion a través de una proteina fosfatasa de tipo 2B dependiente de Ca®"*
y calmodulina, la calcineurina, la cual parece jugar un papel central en la
regulacion de la homeostasia del Na™ y K* cuando crecen en condiciones salinas
(Mendoza y col. 1994, 1996). Por un lado, induce la expresién de los genes
ENA1/PMR2A que codifican a un Na'-ATPasa de plasmalema, responsable del
sistema de extrusién de Na', y de forma coordinada, se produce una reduccién en
el influjo de Na" mediado por una modulacién de los sistemas de absorcién de K*
(TRK1 y 2), consistente en el incremento de la afinidad para el K*, de la que
resulta una mayor selectividad K'/Na*. Este efecto activador de la calcineurina
por Ca*" parece estar mediado por diferentes factores de transcripcion (Serrano y
col. 1999).

En plantas, se ha identificado un mutante sos3 de Arabidopsis que presenta
un fenotipo de hipersensibilidad al NaCl, que se suprime por la adicién de
cantidades milimolares de Ca®". El hecho de que en este mutante, el producto del
gen sos3, presentara una- secuencia homéloga a la subunidad B de la calcineurina
parece apuntar a una conservacion de este mecanismo en plantas y hongos. Esta
idea viene refrendada por el hecho de que plantas transgénicas de tabaco
quesobreexpresaban una forma activada de calcineurina de levadura exhibian una
mayor tolerancia a la salinidad (Pardo y col. 1998).

Como sugieren Serrano y col. (1999), una profundizacién en la
investigacion sobre esta red de interacciones entre proteinas reguladoras (sensores
de membranas, proteinas quinasas, proteinas fosfatasas, factores de transcripcion)
y transportadores idnicos, traerd consigo un conocimiento exhaustivo de este
sistema coordinado de transduccién de la sefial de estrés salino, susceptible de
manipulacién, y que sin duda tendrd repercusiones biotecnolégicas de gran

impacto en Agricultura Sostenible (apartado A.3).
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Este intenso flujo de iones a través del citoplasma, energizado por las
diferentes bombas de H" localizadas en el plasmalema y tonoplasto, puede tener
una gran transcendencia en la regulacion del pH citoplasmatico bajo condiciones
salinas. En plantas, el valor de pH citoplasmatico se mantiene entre 7.2 y 7.4,
mientras que el vacuolar es aproximadamente 5.0 (Gout y col. 1992). Las
perturbaciones de pH citoplasmatico en plantas superiores se asocian al
metabolismo celular, al transporte i6nico y a la respuesta a diversos factores
ambientales (anaerobiosis, transiciones luz-oscuridad, temperatura y pH externo).
Su regulacién es clave para la actividad de los enzimas implicados en el
metabolismo celular, sugiriéndose que el pH citosélico podria actuar como
segundo mensajero celular (Kurkdjian y Guern 1989).

A pesar de que el pH citoplasmatico puede verse afectado por multiples
factores, éste se mantiene proximo a la neutralidad, presentando tnicamente
pequefias variaciones en circunstancias fisiologicas muy especiales. En la
regulacién intervienen los sistema pH-Star bioquimico y bioenergético.

Los enzimas implicados en el transporte de H' a través de las
membranas juegan un papel clave en el segundo sistema, muy especialmente
el enzima H'-ATPasa de plasmalema de Ias células vegetales, al ser el sistema
mas eficiente en el bombeo de H' hacia el medio exterior (Serrano 1985,
Serrano 1989, Palmgren 1998). El pH 6ptimo de esta H'-ATPasa se situa
alrededor de 6.5, valor inferior al pH fisiologico celular, de manera que cuando
los H" se acumulan en el citoplasma, se induce la extrusién de los H' al
exterior celular, por la estimulacion de la actividad H'-ATPasa, lo que provoca
la hiperpolarizacién del plasmalema; por el contrario, la alcalinizacién del
citoplasma, inhibe el enzima induciendo la despolarizacién de la membrana.
Asi, ademés de contribuir a la regulacién del pH del citoplasma, este enzima es
también un sensor de la concentracion de H' en este compartimento celular, lo
que confiere a la H'-ATPasa de plasmalema un importante papel en los

procesos de transduccion de sefiales relacionados con la respuesta a numerosos

factores externos (Michelet y Boutry 1995, Palmgren 1998).
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Por otra parte, el sistema pH-Stat bioquimico constituye un mecanismo de
control del pH citoplasmatico a través de la produccién y consumo de éacidos
organicos (Raven y Smith 1979, Fig. 13). Numerosas evidencias experimentales
han apoyado la importancia del balance entre la produccion y el consumo de
malato en la regulacion del pH citoplasmatico en plantas (Sakano y col. 1998,
Edwards y col. 1998). Tratamientos que alcalinizan el citoplasma estimulan la
sintesis de malato en las células vegetales (Beffagna y Romani 1994), mientras
que la acidificacion del citoplasma conlleva una disminucion del contenido de

malato, acompafiado de una recuperacion de la caida inicial del pH en células de

Catharanthus roseus (Sakano y col. 1998). Un exceso en la absorcion de cationes

P8OOSO 00000000000a

puede ser equilibrado mediante la sintesis de acidos orgénicos en el citoplasma,

principalmente acido mdlico, habiéndose comprobado una acumulacién de malato
en numerosas especies vegetales, especialmente en las plantas capaces de cambiar

su metabolismo C; a CAM, cuando crecen en medios salinos (Bohnert y col.

1995).
PEPC MDH EM
PEPC + CO; —=> 0AA m&{m Malato mmg;@ Piruvato + CO,

NADH+H"™ NAD' NADP® NADPH+H"

9000000000006068¢

Figura 13. Reacciones implicadas en el pH-stat bioquimico.

v e N

La formacién de malato libera 2 H' por molécula de 4cido malico
sintetizada (Kurkdjan y Guern 1989). La sintesis de este acido en el citoplasma
celular involucra a los enzimas fosfoenolpiruvato carboxilasa y malato
deshidrogenasa (Fig. 13), presentes en bacterias, algas y plantas superiores, donde
juegan un papel fundamental en la fotosintesis, en el reciclaje de los metabolitos
intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos, en la regeneracién de poder
reductor (NADPH) y en la captacion del CO, procedente de la respiracion
(Golombek y col. 1999). El enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC; EC
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4.1.1.31) es citosolico y cataliza la P-carboxilacion irreversible del
fosfoenolpiruvato a oxalacetato en presencia de HCO;3™ y Mg?**, siendo activado
por valores de pH entre 6.8-8.0, lo que explica que pueda contribuir a la
regulacion de pH citoplasmatico (Kurkdjian y Guern, 1989, Vidal y Chollet
1997). Por el contrario, el enzima malico (NADP Oxalacetato-descarboxilasa, EC
1.1.1.40), implicado en el consumo de malato en el citoplasma, es una
deshidrogenasa que, ademas de oxidar el acido malico, lo descarboxila dando
lugar a la formacién de piruvato, CO, y NADPH. La reaccion requiere Mg,
Mn** o Co*™, y un pH éptimo entre 6.4 y 7.3, pero muy sensible a pequefios
cambios de pH, de forma que valores de pH citoplasmatico superiores a 7.0
inhiben claramente su actividad (Edwards y col. 1998), jugando un papel
importante en el metabolismo de plantas CAM y Cq4, al permitir la formacion de
una reserva de la glicolisis en la produccion de energia (Cushman y Bohnert
1997).

En este sentido, se ha observado que la salinidad provoca cambios en el pH
del citoplasma en células de Dunaliella (Kartz y col. 1992), y cebada (Katsuhara
y col. 1997). El efecto de la salinidad sobre estos enzimas se ha estudiado
principalmente en plantas CAM como Messembryanthemum crystallinum, donde
de ha observado que el NaCl induce la transcripcion de ppcl, miembro de la
familia de genes que codifican el enzima PEPC que interviene en el metabolismo

CAM, asi como el NADP-enzima malico (Bohnert y col. 1996).
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Plan de trabajo

El planteamiento y justificacion de objetivos y los antecedentes cientificos

expuestos nos han llevado a establecer el siguiente Plan de Trabajo:

1. Estudio comparativo de la tolerancia a la salinidad en especies cultivada y

silvestre de tomate: indicadores fisioldgicos de tolerancia a nivel de raiz y

parte aérea.

2. Funcionalidad de las bombas primarias y secundarias de plasmalema de

raices y parte aérea en respuesta al estrés salino.

Aislamiento y caracterizacion del plasmalema.

b. Cambios inducidos por el estrés salino en la actividad y contenido del
enzima H'-ATPasa de plasmalema de plasmalema.

c. Determinaciéon y caracterizacién de la actividad antiportadora Na/H' a

nivel de plasmalema de raices.

3. Funcionalidad de las bombas primarias y secundarias de tonoplasto de
raices y parte aérea en respuesta al estrés salino.

a. Aislamiento y caracterizacion de tonoplasto.

b. Cambios inducidos por el estrés salino en la actividad, contenido y
expresion génica de los enzimas H'-ATPasa y H'-PPasa de tonoplasto.
Identificacion y clonaje de ADNc correspondientes a la subunidad A de la
V-ATPasa y a la PPasa.

c. Determinacién y caracterizacion de la actividad antiportadora Na'/H'" a

nivel de tonoplasto.
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Material y métodos

A. MATERIAL VEGETAL Y CONDICIONES DE CULTIVO

Se han utilizado semillas de tomate de wuna variedad cultivada
(Lycopersicon esculentum L. Mill, cv, Pera) y de una especie silvestre
(Lycopersicon pimpinellifolium, Mill., accesién PE-2), colectadas en la Estacion
Experimental I.a Mayora, CSIC, Mélaga.

Las semillas se desinfectaron superficialmente con 50 % de lejia comercial
(20 g I'" de cloro activo) durante 7 minutos y se lavaron con agua destilada
durante otros 20 minutos. La germinacion tuvo lugar a 28 °C durante 6 dias en
oscuridad en rollos de papel de filtro, verticalmente dispuestos en bandejas de
plastico, con una solucién aireada de 0.5 mM CaClp. Las plantulas se pasaron a la
luz mantenidas en solucién de Hoagland 1/10 (Tabla 6) (Hoagland y Arnon

1950), con constante aireacion.

Tabla.6. Solucion nutritiva de Hoagland y Arnon (1950).

Macronutrientes [mM]
KH,PO, 1
KNO; S
Ca(N03)2.3H20 5
MgS0,.7H,0 2
[nM]
Micronutientes
H;BO; 46.20
MnCL.4H,0 9.10
CuSO4.5H20 0.32
(NH4)6M07024.4H20 0.02
C 1 0H1 2FeN2NaO4. 3H20 4.48
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Por medio de una esponja se insertaron plantulas de tamafio uniforme a
través de una tapa de PVC negra agujereada (50 plantas), dispuestas sobre un
barrefio de plastico negro, conteniendo 7 litros de solucién nutritiva de Hoagland,
pH 6.0, aireada y diluida 4 veces que fue remplazada semanalmente,
manteniéndose a un pH entre 5.8-6.5, por ajuste periodico con H,SO,. Las plantas
crecieron en invernadero, con un valor medio de irradiacién luminosa de 890
umoles m2 sy fotoperiodo 10-15 horas, entre Septiembre y Mayo, y mantenidas
a una temperatura y humedad relativa de 27/15 °C y 40/95 %, dia/noche,
respectivamente.

Tras 4 semanas de crecimiento en estas condiciones, las plantas se trataron
durante 8 dias con 0 y 130 mM NaCl (con una razén NaCl: CaCl, de 6.5:1 mM)
en adiciones crecientes de 20, 30, 35 y 45 mM de sal durante los primeros 4 dias,

para evitar un estrés por choque osmoético.

B. DETERMINACION DE PARAMETROS FISIOLOGICOS

B.1. Crecimiento y contenido hidrico

Se determiné el peso fresco y seco de hojas jovenes, hojas adultas, tallos y
raices. Se cortaron estos tejidos, lavandose rdpidamente con tres pases de agua
desionizada y secandose por centrifugacién manual con secadora de verduras
entre papeles de filtro. Para obtener el peso fresco, los tejidos se pesaron
inmediatamente en balanza de precisién, determinandose posteriormente el peso
seco, tras secado en estufa a 70 °C durante 48 horas. El contenido hidrico,

expresado como porcentaje, se calculé segun la férmula:

% CH= (PF-PS) / PF x 100
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B.2. Determinacion de osmoticos organicos
B.2.1. Azucares solubles totales

El contenido de azticares solubles totales se determind por el método de la
antrona (Fales 1951), utilizando como muestra el material hidrosoluble contenido
en la fase metandlica-acuosa obtenida tras la extraccion de lipidos totales de cada
tejido (apartado IV.C.1.1.). Una alicuota de cada extracto se adicioné a 5 ml de
reactivo de antrona (0,2 g de antrona disuelta en una mezcla de acido sulfurico-
agua 5:1, v/v), previamente depositado en tubos de vidrio, calidad pirex, con
tapon de rosca. Los contenidos se mezclaron por inversion, calentandose a 100 °C
durante 10 minutos. Tras enfriar los tubos en hielo, se determiné el contenido de
azticares midiendo la absorbancia a 620 nm (espectrofotometro Shimadzu, mod.
160), frente a una curva patrén de 0, 10, 20, 40, 80, y 160 pg ml" de glucosa. Los
resultados se expresaron como miligramos de azilicares solubles totales por gramo

de peso fresco o seco de muestra.
B.2.2. Prolina

El contenido en prolina se determiné por el método de Bates y col (1973),
modificado por Magné y Larher (1992). A una alicuota de 250 pl de muestra
problema, adecuadamente diluida, obtenida de la fase metandlica-acuosa
resultante de la extraccion de lipidos totales (apartado IV.C.1.1.), se afiadié 1 ml
de ninhidrina (0.5 g de ninhidrina en 30 ml de 4acido acético glacial y 20 ml de
agua destilada), manteniéndose durante una hora en bafio Maria a 100 °C. Tras
paralizar la reaccién por enfriamiento en hielo, se afiadieron 2 ml de tolueno para
la extraccion del croméforo, agitandose vigorosamente durante 20 segundos. Una
vez formadas las fases, se midié la absorbancia a 520 nm (espectrofotometro
Shimadzu, mod.160) en el extracto de tolueno, que contiene el complejo
ninhidrina-prolina, frente a una curva patron de 0, 10, 20 y 40 pg ml” de prolina.
Los resultados se expresaron como pg de prolina por gramo de peso fresco o

S€CO.
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B.3. Determinacion del contenido mineral

El analisis de Na®, K, y Ca®" se llevé a cabo a partir del mineralizado
obtenido por destruccion del material organico con H,SO4 y H,O, (Wolf 1982).
Las muestras (hoja joven, hoja adulta, tallo y raiz) se lavaron por 4 pases
sucesivos de agua destilada. La mineralizacion tuvo lugar calentando el material
vegetal, previamente pulverizado y desecado a 70 °C, con H,SO4 concentrado a
120 °C durante 3 horas. Al final de esta fase, y tras enfriar la muestra, se adicion6
H,0, al 30 % (v/v) y se volvié a calentar de nuevo. Este ciclo de calentamiento y
enfriamiento se repitio, tantas veces como fue necesario, hasta la total digestién
de la muestra. Finalmente, el mineralizado se calentd a 150 °C, durante 15
minutos, para eliminar los restos de H,0, y se llevd a volumen final conocido.

El contenido de Na* y K" se determiné por espectrofotometria de llama,
utilizando una curva patrén obtenida a partir de soluciones concentradas de
molaridad conocida de NaCl y KCl que contenian H;SO4; en cantidades
equivalentes al mineralizado. El contenido de Ca** se determind por
espectrofotometria de absorcion atomica, diluyendo el mineralizado con una
solucién de lantano al 3% (v/v), para impedir que el Ca®* forme compuestos
dificilmente atomizables en la llama que pudieran ocasionar errores en la medida
(Pinta 1973). Los valores de Ca’* se obtuvieron por extrapolacién de los
resultados frente a una curva patrén obtenida a partir de una solucién madre de
CaCOs, que contenia lantano y H>SOy en cantidades equivalentes al mineralizado.
El contenido en cloro se analiz6 por valoracién potenciometrica de una

suspension de la muestra por medio de una solucién valorada de nitrato de plata.
(AFNOR 85619, 1985).

C. DETERMINACION DE COMPONENTES BIOQUIMICOS

C.1. Analisis de lipidos
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C.1.1. Extraccion de lipidos totales

La extraccion de lipidos totales de raices y hojas, previamente congeladas
en N, liquido y almacenados a —70 °C, se llevé a cabo por el método de Kates
(1972), modificado por Norberg y Liljenberg (1991). Un gramo de tejido
congelado y fragmentado en pequefios trozos, se introdujo en isopropanol
hirviente (1g/5 ml) y se mantuvo en ebullicion durante 4 minutos para inactivar
lipasas y fosfolipasas (Douce 1964). La mezcla se homogeneizd durante 1 minuto
con Sorvall Omnimixer, afiadiéndose a continuacion por dos veces 3.5 ml de
cloroformo:isopropanol (1:1, v/v), y finalmente 4 ml de cloroformo, repitiéndose
la homogeneizacion con cada nueva adicion. El homogenado se filtré a través de
papel Whatman 1 en embudo Buchner sobre kitasato, lavandose sucesivamente el
residuo con 1 ml, por gramo de peso fresco, de cloroformo:isopropanol (1:1, v/v)
y 1 ml de cloroformo. El filtrado se concentr6 a vacio en Rotavapor a 30 °C, y al
residuo lipidico semiseco resultante se le adicionaron 3 x 2 ml de
cloroformo:metanol (2:1, v/v).

Para eliminar los contaminantes no lipidicos sobre el extracto lipidico
disuelto se afiadié 1 ml de agua salada (1 % -p/v- NaCl), y tras centrifugacion a
méxima velocidad en centrifuga de mesa Martin Christ (4 000 g), aparecieron dos
fases, la superior acuosa de metanol-agua, la cual se almacené a -70 °C, para la
determinacion posterior de prolina y aziicares totales, y la inferior cloroférmica,
conteniendo los lipidos disueltos, que se recogi6 y a la que se adicioné 200 ul de
benceno para eliminar trazas de agua, evaporandose por centrifugacion a vacio en
speed vacuum (B. Braiin-Biotech SA, mod. Christ Alpha RUC). El residuo de
lipidos totales obtenido se llevd a 1.2 ml de benceno:etanol (4:1, v/v),
conservandose a -70 °C, hasta su uso posterior, en viales herméticamente cerrados
en atmésfera de N, o argén sin alteracion importante (Vorbeck y Martinetti

1965).
C.1.2. Separacién de diferentes categorias lipidicas

Las diferentes categorias lipidicas se separaron por cromatografia en capa

fina a partir del extracto de lipidos totales. Una vez activada la placa de gel silice
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(Silicagel G, Merck, Alemania, 0.5 mm de espesor) durante 30 minutos a 110 °C,
se depositd en el origen de la misma una alicuota del extracto de lipidos totales
disueltos en cloroformo, bajo corriente de nitrogeno.

Para el desarrollo de las muestras de hoja joven y hoja adulta, se utilizo la
mezcla de disolventes usado por Gadner (1968), modificado por Grenier y col.
(1973), que permite la separacion satisfactoria de fosfolipidos, galactolipidos y
triglicéridos. La separacion se inicié con un primer desarrollo durante 25 minutos
hasta la mitad de la placa, con la mezcla de acetona:acido acético:agua (100:15:1;
v/v/v). Una vez secada la placa bajo corriente de N, la placa se sometié a un
segundo desarrollo en pentano:eter etilico (75:25; v/v) hasta alcanzar el disolvente
el final de la misma (55 minutos, aproximadamente).

La separacién de lipidos de la raiz se llevo a cabo en un solo desarrollo
durante 80 minutos en una mezcla de cloroformo:acetona:metanol:acido
acético:agua (50:20:10:5; v/v/v/v) (Lepage 1967). Las diferentes bandas de
lipidos se revelaron por breve exposicion a vapores de iodo o pulverizando la
placa con Rodamina 6G, siendo visualizadas tras exposicién con luz ultravioleta.
Finalmente, la identificacion de cada lipido, se llevé a cabo, cocromatografiando
en la misma placa diferentes patrones lipidicos (Sigma Quimica, Espafia). Los
contenidos de fosfolipidos totales, lipidos neutros y glucolipidos, expresados en
pmoles g peso seco, se calcularon asumiendo que los porcentajes de acidos

grasos en estos lipidos constituyen el 70, 95 y 65 % del total, respectivamente
(Dubacq 1973).

C.1.3. Anilisis de acidos grasos de lipidos totales y de diferentes categorias

lipidicas

La determinacién de 4cidos grasos por cromatografia gaseosa requiere las
reacciones previas de saponificacion, para liberar los 4cidos grasos de las
moléculas de acil-lipidos, y de metilacion, para obtener sus derivados metilados.
Estos procesos se llevaron a cabo por el método de Metcalfe y col. (1966),
modificado por Lechevallier (1966).
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En el andlisis de acidos grasos de lipidos totales de hojas y raices, la
reaccion de saponificacion se llevd a cabo utilizando NaOH al 2 % en metanol, en
tubo cerrado a 85 °C durante 25 minutos y, posteriormente, sus acidos grasos se
metilaron con trifluoruro de boro al 14 % en metanol a 85 °C durante 20 minutos.

Para el caso de los lipidos separados por capa fina, las bandas de silice
rascadas de la placa coﬁespondientes a diferentes categorias lipidicas, se
metilaron directamente, sin previa saponificacion, con 3 ml de 14 % trifluoruro de
boro en metanol, incubdndose a 80 °C durante 30 minutos. Ambas reacciones
tuvieron lugar al mismo tiempo, al actuar la silice como catalizador de la reaccién
de saponificaciéon. Los esteres metilicos obtenidos se extrajeron de la fase
metandlica por adicion de 6 ml de n-pentano y 1 ml de agua destilada,
estableciéndose dos fases por centrifugacion a 2 000 g. La fase superior
pentanica, conteniendo los derivados metilicos de los acidos grasos, se recogié y
se evaporo6 por centrifugacion a vacio en speed vacuum y el residuo se disolvié
con volimenes reducidos de cloroformo (~ 100 pl) para su andlisis posterior.

La separacion, cuantificacion e identificacion de los esteres metilicos de los
acidos grasos obtenidos se realiz6 por cromatografia en fase gaseosa, a una
temperatura constante de 145 °C, en columna semicapilar de vidrio 30 m x 0.75
mm (Supelco SP-2330), utilizando como patron interno el éster metilico del acido

heptadecanoico, no presente en muestras vegetales.
C.2. Anilisis de enzimas del sistema de pH-stat bioquimico.
C.2.1. Actividades PEP carboxilasa y enzima malico

Un gramo de peso fresco de tejido, previamente congelado y almacenado a
—70 °C, se pulveriz6 en mortero con N, liquido. Tras la adicién de 10 ml de medio
de homogenizacion, conteniendo 100 mM Hepes-NaOH, pH 8.0, 0.5 % (p/v)
BSA, 0.5 % (p/v) PVP-40, 5 mM MgCl, 5 mM DTT y 2 mM PMSF, el
homogenado resultante se filtr6 a través de una capa de entretela, y el extracto
obtenido se centrifugé a 10 000 g durante 15 minutos (centrifuga Sorvall, rotor

SS-34), utilizandose el sobrenadante resultante (entre 50 a 300 ug de proteina),
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para ensayar a 25 °C las actividades PEP carboxilasa y NADP-enzima malico,
mediante el cambio de absorbancia a 340 nm del NADH y NADP,
respectivamente, utilizando un coeficiente de extincion molar de 6.22 mM :
cm’ La actividad PEP carboxilasa se determiné por el método de Kluge y
Osmond (1972) en 1 ml de medio de reaccion conteniendo 50 mM Hepes-NaOH,
pH 8.0, 5 mM MgCl,, 2 mM NaHCO;, 3 Ul NAD-malato deshidrogenasa y 0.12
mM NADH y 2 mM PEP. La actividad del enzima malico se efectu6é por el
método de Granien-Dardart y Queiroz (1974), en un medio de reaccién
conteniendo 50 mM Hepes-NaOH, pH 6.5, 3 mM MgChL, 0.25 mM NADP,

iniciandose la reacciéon con 3 mM malato.
C.3. Actividades enzimaticas asociadas a membranas intracelulares
C.3.1. Obtencion de microsomas

La figura 14 muestra el proceso seguido en el aislamiento de fracciones de
membranas, el cual se llevé a cabo a 4 °C. Entre 50-100 g de peso fresco de tejido
y lavaron con agua desionizada, secdndose por centrifugacién manual entre
papeles de filtro con secadora de verduras. Los diferentes tejidos se trocearon y se
homogeneizaron en Sorvall Omnimixer con un medio de homogenizacién (1:2,
peso fresco/volumen) tamponado a pH 8.0 con 4cido sulfiirico, conteniendo 25
mM BTP, 0.2 % (p/v) BSA, 250 mM manitol, 2 mM MgCl,, 2 mM de EGTA-
BTP, pH 7.5, 10 % (v/v) glicerol, 2.5 % (p/v) PVP-40, 2 mM DTT, 1 mM PMSF,
y 5 mM de metabisulfito sodico. El homogenado se filtr6 a través de 6 capas de
gasa, y el extracto obtenido se centrifugé a 12 000 g durante 15 minutos,
(centrifuga Sorvall, rotor SS34). El sobrenadante se centrifugé durante 45
minutos a 100 000 g (centrifuga Beckman, rotor 60Ti). En los experimentos
iniciales de caracterizacion de las fracciones de membrana, la mitad del
sedimento obtenido se resuspendi6 en 2 ml de tampén de particion, para el
aislamiento del plasmalema por particién de fases, y que contenia 330 mM
sacarosa, 5 mM fosfato potasico, pH 7.8, y 0.1 mM PMSF. La otra mitad se

resuspendio en 2-4 ml de tampon de resuspension, para aislamiento de tonoplasto,
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: Tejido fresco  §

Homogenizacion con

Sorvall Omnimixer
Extracto crudo 1

“<> 12000g 15 min

Sedimento Sobrenadante j
desechado . S
i
. R desechado
o Resuspension
| 1

Tampodn de particidon de fases Tampén de gradiente

b 2 000g 5Smin *’,‘D 100 000g 2h

-2 particiones Colchon
de fases | 2% de sacarosa

‘Recogidadela2fase § § Recogida de la interfase
superior y diluciéon con 0/22 y dilucién con
tampon de lavado tampdn de lavado

Sedimento enrriquecido | Sedimento enrriquecido
en vesiculas j en vesiculas

de plasmalema / | de tonoplasto

Figura 14. dislamiento de fracciones enrequicidas en plasmalema y tonolpasto de
tejidos de tomate.
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y que contenia, 250 mM manitol 10 % (v/v) glicerol, 2 mM BTP-MES, pH 7.5, 1
mM de EGTA-BTP, pH 7.5, 2 mM DTT, y 0.1 mM PMSF. En experimentos
posteriores, la preparacion microsomal se utiliz6 bien para el aislamiento de
vesiculas de tonoplasto o para las de plasmalema. Estas preparaciones
microsomales se usaron inmediatamente o se congelaron en N, liquido y se

almacenaron a -70 °C, para su uso posterior.

C.3.2. Purificacién de vesiculas de plasmalema

La purificacion de plasmalema se llevé a cabo por el método de particion de
fases en sistemas de dos polimeros acuosos de PEG y dextrano, utilizando los
protocolos descritos por Wilson y col. (1994) para hojas y tallos, y por Buckhout
y col. 1988 para raiz.

Dos particiones conteniendo 20 g de fase fueron suficientes para purificar
las vesiculas de plasmalema de raiz, hojas y tallos. Para la raiz, los tubos de
particién contenian 6.4 % (p/p) Dextrano T500 (Pharmacia), 6.4 % (p/p) PEG
3350 (Sigma Quimica), 2 mM KCl, 330 mM sacarosa, 5 mM tamp6n fosfato
potésico, pH 7.8. Para la hoja y tallo, el medio de particién de membranas
contuvo los mismos componentes, pero a diferentes concentraciones: 6.2 % de
Dextrano, 6.2 % de PEG y 2.25 mM KCL Tras la adicién al primer tubo de
particion de 2 ml de membranas microsomales resuspendidas en tampén de
particion, las fases se mezclaron vigorosamente por 40 inversiones del tubo y se
separaron por centrifugaciéon a 2 000 g durante 5 minutos en rotor basculante
(centrifuga de mesa, Martin Christ). La fase superior de PEG resultante se afiadi6
a nueva fase inferior de dextrano del segundo tubo de particion, procediéndose de
la misma manera. La nueva fase superior obtenida, conteniendo las vesiculas de
membrana enriquecidas en plasmalema, se diluyé con tamp6n de lavado que
contenia 250 mM manitol, 2 mM BTP-MES, pH 7.5, 1 mM EGTA-BTP pH 7.5, 2
mM DTT y 0.1 mM PMSF, sedimenténdose por centrifugacién a 150 000 g
durante 45 minutos (centrifuga Beckman, rotor 60Ti). El sedimento enriquecido
en plasmalema se resuspendié en tampon de resuspensién que contenia 50 pg mi”!

de quimostatina, afiadiéndose 0.2 % (p/v) BSA, una vez tomadas las alicuotas
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para la determinacién de su contenido proteico. Las membranas se congelaron en

N, liquido y se almacenaron en alicuotas de 20 pl a -70 °C para su uso posterior.

C.3.3. Purificacion de vesiculas de tonoplasto

Unos 4 ml de membranas microsomales en tampon de resuspension se
depositaron sobre un gradiente discontinuo de sacarosa formado por dos capas de
9 ml de 22 y 34 % (p/p) sacarosa preparadas en tamp6n de gradiente, que contenia
250 mM manitol, 2 mM BTP-MES, pH 8.0, 1 mM EGTA-BTP, pH 8.0, 0.1 mM
PMSF y 2 mM DTT, y se centrifugé6 a 97 000 g durante 2 horas en rotor
basculante SW28 (centrifuga Beckman).

Las fracciones de membrana de las interfases 0/22 y 22/34 del gradiente se
recogieron con una jeringa de cristal, pinchando lateralmente el tubo de centrifuga
(tipo Ultraclear, Beckman) y se diluyeron 10 veces en tampén de lavado,
sedimentandose por centrifugacion en rotor 60 Ti a 150 000 g durante 45 minutos.
Los sedimentos obtenidos se resuspendieron en tampdn de resuspension y, se les
afiadi6 0.2 % (p/v) BSA, una vez tomadas muestras para la determinacion de
proteinas, almacenandose en alicuotas a -70 °C, tras congelarlas en N; liquido.

En experimentos posteriores de aislamiento de tonoplasto, se modificéd el
protocolo de purificacion. Para ello se llevo a cabo una primera centrifugacion a
10 000 g durante 20 minutos y los microsomas, obtenidos a 100 000 g durante 45
minutos, se resuspendieron en un volumen de 2 ml de tamp6n de gradiente, que se
depositaron en un tubo de centrifuga de policarbonato, y se cargé por debajo un
colchon de 15 ml de 22 % (p/p) sacarosa en tampdn de gradiente, centrifugandose
a 97 000 g durante 2 horas en rotor basculante SW 28. La interfase de 0/22
enriquecida en vesiculas de tonoplasto se recogi6é directamente del tubo con una
jeringa, y tras su dilucién en tampdn de lavado, se sediment6 a 150 000g durante
45 minutos en rotor 60 Ti. El sedimento obtenido se resuspendi6é en tampon de
resuspension con 0.2 % (p/v) BSA afiadido posteriormente a la toma de muestras
para determinacion de proteinas, almaceniandose en alicuotas a - 70 °C, tras su

congelacion en N, liquido.
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C.3.4. Determinacion de proteinas

Las proteinas de membranas se cuantificaron por el método de Bradford
(1976), modificado por Gogstad y Krutnes (1982), consistente en la adicion de
0.1 % (v/v) Triton X-100, para solubilizar las proteinas, empleandose el reactivo

de color concentrado de Bio-Rad, diluido 4 veces, y BSA como patrén.

C.3.5. Actividades fosfohidrolasas

La determinacion de las actividades fosfohidroliticas a nivel de las ’

membranas aisladas se basé en la medida de Pi liberado en la hidrélisis del
sustratc’){‘(‘ATP, PPi, UDP, etc.) (Ames 1966). La reaccion se inici6 con la adicion
de una alicuota de la suspension de membranas (8 pg de proteinas microsomales
6 4 pg de las fracciones enriquecidas en p]é§maleni§ y tonoplasto) a 500 ul de
medio de reaccién. Tras 30-45 minutos de incubacién a 26 °C, la reaccién se
paraliz6 c:)n el reactivo de Ames (10 % &cido ascorbico-0.42 % (NH;)Mo7024 en
1 N H,804, 1/5, v/v), suplementado con 0.75% (p/v) SDS. Las correspondlentes
actividades enziméticas se determinaron espectrofotométricamente a 820 ‘nm
(espegtrofotometro Sthadzu, mod.160), frente a una curva patron ‘de KH2P04

expresandose la actividad especifica en pumol Pi mg™ proteina h™’.

C.3.5.1. Actividad ATPasa

TE oy

En la Tabla 7 se muestran los medios de reaccién diferenciales utilizados
para la determinacién de las actividadeés ATPésicas asomadas a plasmalema
tonoblast% (])‘me'mbranas mitocondrial. ' '

' La orientacién de las vesiculas, natural o invertida, derivada del proceso de
extraccidn, se calculd medlante el anahsls de la latencia’ de las actmdades
ATPassicas, utilizando como agente permeablllzante de las membranas el
detergente Brij 58 a las concentraciones indicadas en la Tabla 7. La actividad

latente se define como la diferencia entre las actividades medidas en presencia y
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ausencia de Brij 58, y la latencia de las vesiculas, como la actividad latente

expresada en porcentaje de actividad ATPasa en presencia de Brij 58:

% Latencia = Actividad (+Brij) - Actividad (- Brij) x 100
Actividad (+Brij)

Las actividades especificas medidas en presencia y ausencia de detergente,
se definieron, asimismo, como la actividad especifica total y basal

respectivamente.

Tabla 7. Medios de reaccion especificos para la determinacion de las actividades
Josfohidroliticas correspondientes a las actividades H -ATPasa de plasmalema,
tonoplasto y mitocondria. No se incluyen los inhibidores especificos para cada ATPasa

(ver texto).

Plasmalema Tonoplasto Mitocondria

pH 6.5 1.5 8.0

BTP-MES (mM) 25 25 25
Na,MoO; (uM) 100 100 100
ATP-BTP/MgSO, (mM) 3 1.5 3
Brij 58 (ug mI™) 100 10 10
NaN; (mM) 2 2 .
KNO; (mM) 100 - -
KCI (mM) 100 - 100

-Actividad ATPasa de plasmalema: definida como la actividad enzimatica
sensible a vanadato e insensible a nitrato, azida y molibdato (Galtier y col. 1988),
se determin6 como la diferencia de actividad en presencia y ausencia de 250 | pM
Na3VO,en el medio especifico de reaccion.

A Va-ATPasa= Actividad (+NO;+N3+Mo)-Actividad (+NO3'+N3'+M0+VO43')
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-Actividad ATPasa de tonoplasto: definida como la ATPasa sensible a
bafilomicina o nitrato, e insensible a azida u oligomicina y molibdato (O"Neill y
col. 1983) (White 1994), se calculé como la diferencia de actividad en presencia
y en ausencia de 2 nM de bafilomicina 6 100 mM KNO; en el medio especifico
de reaccion.

ABaf-ATPasa=Actividad (-Baf) - Actividad (+Baf)

ANOj3-ATPasa=Actividad (+Nj + KCI)-Actividad (+N;3 +KNOs)

-Actividad ATPasa de mitocondria: definida como la actividad ATPasa
sensible a azida u oligomicina (Galtier y col. 1988), se determiné como la
diferencia de actividad en presencia o ausencia de 2 mM NaN; 6 10 pg mi’
oligomicina en el medio especifico de reaccion.

AN3-ATPasa=Actividad (-N3)-Actividad (+N3)
C.3.5.2. Actividad PPasa de tonoplasto

Se define como la actividad PPasa estimulada por K (Wang y col. 1986).
Para su determinacion, las membranas se incubaron en un medio que contenia 25
mM BTP-MES, pH 7.5, 100 uM Na;MoO,, 2 mM NaNj;, | mM MgSO,, 0.3 mM
PPi, 10 pg mi” Brij y 250 pM VO,* + 100 mM KNO,, definiéndose como la

diferencia de actividad en presencia y ausencia de 100 mM KNO;.

C.3.5.3. Actividad UDPasa latente

La actividad UDPasa latente, utilizada como un marcador del aparato de
Golgi (Green 1983), se ensay6é en un medio de reaccion conteniendo 30 mM
BTP-MES, pH 6.5, 3 mM MnCl,, 3 mM UDP, definiéndose como la diferencia de

actividad en presencia y ausencia de 0.1 % de Triton X-100.
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C.3.6. Actividad NADH cit ¢ reductasa insensible a antimicina A

Esta actividad enzimatica, determinada por el método de Hodges y
Leonard (1974), permite cuantificar la contaminacion por RE en las fracciones
de membrana correspondientes a plasmalema y tonoplasto. Para su medida, se
adicionaron 30 pg de proteinas de membrana a un medio de reaccién conteniendo
50 mM KH,PO4, pH 7.5, 1.66 mM KCN, 30 uM citocromo ¢ oxidasa y 1 uM
antimicina A. La reaccion se inici6 con la adicion al medio de 100 uM NADH,
midiéndose el incremento de absorbancia a 550 nm, debido a la reduccién del
citocromo ¢ exdgeno. La utilizacién de un coeficiente de extincion molar de 18.5
mM™ cm permite expresar la actividad enzimética en pmoles de citocromo ¢

reducido mg™' proteina h™.
C.3.7. Determinacion del transporte de H' en vesiculas de membranas
C.3.7.1. Fundamento de la medida

La deteccion de la actividad translocadora de H' asociada a la actividad
fosfohidrolitica de las vesiculas, permitié caracterizar, de una forma mas
completa, los enzimas transportadores de H" en funcién del tratamiento salino.

La determinacién se basa en la medida de la velocidad inicial de extincion
de fluorescencia de una sonda de pH, al unirse a los H' en el interior de las
vesiculas (Bennett y Spanswick 1983). En este trabajo se ha hecho
fundamentalmente uso del ACMA, al ser esta sonda mis sensible a pequefios
cambios intravesiculares de pH (Burgos y Donaire 1996, Rottenberg y Moreno-
Sanchez 1993), aunque también se ha utilizado la naranja de acridina y
quinacrina. '

La extincion de la emision de fluorescencia de las diferentes sondas, se
midi6 usando un espectrofluorimetro Shimadzu, modelo RF 540, provisto de
sistema de agitacibn magnética y termostatizacién, en el que se fijaron las
siguientes condiciones: para el ACMA, Ay 415 nm, Aey 485 nm (longitudes de

onda a las cuales se obtuvieron las fluorescencias maximas de emision y
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excitacion, en los espectros respectivos, llevados a cabo con la sonda disuelta en

DMSO), y sendas rendijas de 10 nm. Para la naranja de acridina, una A, 495,

con una rendija de 2 nm y Aem 520 nm, con una rendija de 5 nm. Para la

quinacrina, una Aexc 423 nm y Aem 500 nm, con 10 nm para ambas rendijas.

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

* Velocidad inicial de extincién (VQi): indica la pendiente de la curva. Es la
resultante del cociente entre la emisién inicial Fo (100 %, en unidades
arbitrarias) y el tiempo (t;) necesario para que dicha emisién se extinga por
completo, a la velocidad inicial que marca dicha pendiente. VQi es expresado
como % Q min™.

VQi = Folt;

" Velocidad especifica de extincion (VQs): velocidad inicial expresada por mg

de proteina (% Q min™' mg Prot™).
VQs=VQimg™ proteina

* Extincion maxima (Qmax): indica el gradiente de pH establecido. Es la
proporcion de emisién extinguida (F) respecto a la emisién inicial (Fo),
expresada en %.

Qmax=F/Fo x 100
C.3.7.2. Transporte de H" dependiente de ATP

La actividad transportadora de H" asociada a los enzimas H'-ATPasa de
plasmalema y H'-ATPasa de tonoplasto, se defini6 como la fraccién del
transporte de H' inhibible por 250 pM vanadato y por 20 nM de bafilomicina en
DMSO, respectivamente.

Las vesiculas de membranas (15-50 ug proteina) se preincubaron durante

15 minutos a 26 °C en 1 ml de medio de reaccién conteniendo 10 mM BTP-MES,
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pH 6.5 (plasmalema) 6 7.5 (tonoplasto), 100 mM KCI, 1 uM ACMA, 3 uM
quinacrina 6 5 pM naranja de acridina, 1.5-3 mM ATP-BTP, 250 mM manitol,

inicidndose la reaccion por adicién de 1.5-3 mM MgSO,.

C.3.7.3. Transporte de H" dependiente de PPi.

La actividad transportadora de H' asociada al enzima H'-PPasa de
tonoplasto estimulada por 100 mM KNO;, se defini6 como la fraccion del
transporte de H' inhibible por 100 uM IMDP. Dicha actividad fue nula en
ausencia de KNO:;. (Figura x)

Las vesiculas (15-50 pg proteina) se preincubaron durante 15 minutos a
26 °C en 1 ml de medio de reaccion conteniendo 10 mM BTP-MES, pH 8, 100
mM KNO;, 1 pM ACMA, 250 mM manitol, 1 mM MgSO,, iniciandose la
reaccion por adicion de 0.3 mM PPi-BTP.

C.3.8. Medida de la actividad antiportadora Na'/H"

La deteccion del intercambio Na'/H' en las vesiculas aisladas se llevé a
cabo midiendo la disipacién por Na* del gradiente de H' previamente creado por
la accién del enzima H'-ATPasa de tonoplasto o de plasmalema, utilizando la
naranja de acridina 0 ACMA como sondas fluorescentes (Blumwald y col. 1987).

La emision de fluorescencia de las sondas naranja de acridina, disuelta en
agua, o ACMA, disuelta en DMSO, se cuantifico en un espectrofluorimetro
Shimadzu, modelo RF 540, en las condiciones indicadas en el apartado
(IV.C.3.7.1.). La formaci6n del gradiente de pH se llev6 a cabo incubando 50 pg
de proteinas de membranas de tonoplasto en un medio conteniendo 250 mM
manitol, 10 mM BTP-MES, pH 8.0, 1.5 mM ATP-BTP, pH 8.0, 100 mM TMA-
Cl, 5 uM de naranja de acridina 6 1 pM ACMA, 0.25 uM valinomicina, 50 mM
K-IDA, pH 8.0, inicidndose la reaccidén por adicion de 1.5 mM MgSO, (Figura
15 trazo a). En estas condiciones, el enzima H'-ATPasa de tonoplasto o de
plasmalema, en presencia de Mg-ATP, Cl' y K, provocé la extincién gradual de

la fluorescencia de la sonda, lo que indicaba la formacion de un gradiente de pH
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0

NH,Cl o

Gramiciding

FiguralS. Registro representativo obtenido por espectrofluorimetria para la
determinacién de la actividad antiporte Na'/H', mostrando la extincion de Sfluorescencia
de la sonda fluorescente por la accion de la H-ATPasa de tonoplasto, y la posterior
recuperacion de la misma, tras la adicién de Na* al medio de reaccion (trazo d). El resto

de las letras indican diferentes adiciones de componentes y son detalladas en el texto.
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(interior 4cido). (Figura 15, trazo b). Una vez establecido el gradiente de pH, la
actividad H'-ATPasa se paraliz6, retirando el magnesio del medio, mediante la
adicion de 3 mM EDTA-Tris, pH 8.0, dando lugar a una pequeiia recuperacion de
la fluorescencia de la sonda, debido a la salida de H' de las vesiculas por
permeabilidad pasiva (Figura 15, trazo c). A continuacion, la adiciéon de Na* en
forma de sulfato s6dico o NaIDA, provoco la recuperacion de la fluorescencia a
consecuencia de acumulacién activa de Na* asociada a un eflujo pasivo de H',
catalizado por el antiporte Na'/H' (Figura 15, trazo d). Finalmente, para la
recuperacion del valor inicial de fluorescencia, el gradiente se disipd por la
adicion de 1 puM del protonoforo gramicidina (Figura 15, trazo e).

Para la cuantificacion de la actividad antiporte Na'/H" se trazo la tangente a
la curva en los primeros segundos tras la adicion de EDTA o sal, y se calcul6 la
velocidad inicial de recuperacion de la emision de fluorescencia, como el
resultado del cociente entre la fluorescencia recuperada por unidad de tiempo y
dividido por la extincion maxima (expresada como % Q) medido una vez afiadido
el Na', por adicion de 2 pM de gramicidina, lo que permite corregir la
variabilidad de la extincion maxima de las diferentes muestras. La actividad
antiporte Na'/H" se expresé como la diferencia entre la disipacién del gradiente

de protones por sodio y la permeabilidad pasiva de la membrana a los mismos.
C.3.9. Analisis electroforético e inmunoensayos

La inmunodeteccion de los enzimas H'-ATPasa de plasmalema y tonoplasto
y H'-PPasa de tonoplasto con anticuerpos especificos se llevo a cabo segiin el
siguiente protocolo experimental:
*  Solubilizacion de las proteinas de membranas.
= Separacion electroforética de dichas proteinas en geles de poliacrilamida con
SDS.
» Electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa para la inmunodeteccion de

las proteinas con anticuerpos especificos.
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C.3.9.1. Preparacion de la muestra. Solubilizacion

Entre 60-90 pg de proteinas de microsomas, plasmalema o tonoplasto
resuspendidas en tampdn de conservacién (apartado IV.C.3.1), se diluyeron con 1
ml del mismo tampén sin BSA, pero con I mM PMSF, sedimentandose en
ultracentrifuga de mesa (Beckman TL-100) a 150 000 g durante 30 minutos. El
sedimento obtenido se solubilizé con tampén de Laemmli conteniendo 62.5 mM
Tris-HCI, pH 6.8, 10 % (v/v) glicerol, 2 % (p/v) SDS, 2 % (v/v) mercaptoetanol y
0.05 % (p/v) azul de bromofenol (Laemmli 1970), suplementado con 100 pg ml”
quimostatina y 4 mM PMSF, como antiprotedsicos. Las muestras se incubaron 20
minutos a 37 °C, para evitar agregacion de polipéptidos de alto peso molecular
(Gallagher y Leonard 1987) y se centrifugaron 10 minutos a 12 000 g
(centrifuga Microspin 128, Sorvall) para eliminar el material insoluble.

Los patrones de peso molecular de rango 14.4-97 kD 6 42.7-200 kD (Bio-
Rad SDS-Standars), se diluyeron adecuadamente en tamp6n de Laemmli, y se
incubaron 5 minutos a 95 °C, elimindndose el material insoluble por

centrifugacion.
C.3.9.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)

Se utiliz6 el equipo de Bio-Rad, Modelo Mini-Protean™ para gelesde 8 x 7
cmy 1 mm de espesor (5 cm de gel de resolucién y 2 cm de empaquetamiento).
Los geles se formaron seglin el sistema discontinuo descrito por Laemmli (1970)
El gel de resolucion se preparé utilizando 10 % (p/v) de acrilamida, con 2.67 %
de entrecruzamiento (bisacrilamida), 375 mM Tris-HCI, pH 8.8, 0.1 % (p/v) SDS,
0.05 % (p/v) persulfato aménico y 0.05 % (v/v) TEMED. El gel de
empaquetamiento contuvo un 4 % (p/v) acrilamida/bis, 125 mM Tris-HCI, pH
6.8, 0.1 % (p/v) SDS, 0.075 % (p/v) persulfato aménico y 0.015 % (v/v) TEMED.

En cada pocillo se cargaron 20 pl de proteinas solubilizadas en tampén de
Laemmli de cada una de las muestras y de los patrones de peso molecular. La
electroforesis se llevo a cabo en tampén de electrodo constituido por 25 mM Tris,

192 mM glicina y 0.1 % SDS a 15 °C, y a voltaje constante de 200 V, de acuerdo
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con el manual de instrucciones del fabricante (Bio-Rad) y se detuvo una vez que
el frente de azul de bromofenol llegd a un cm del borde inferior del gel. Uno de
los geles, se tifid con Coomassie, para analisis del perfil proteico, y el otro, réplica
exacta del anterior, se electrotransfiri6 a una membrana de nitrocelulosa para

proceder al inmunoensayo con anticuerpos especificos.

C.3.9.3. Tincion y secado de los geles

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

Los geles tefiidos se incubaron sucesivamente en 30 % (v/v) metanol, y
posteriormente, en 3 % (v/v) glicerol, ambos durante 30 minutos a 4 °C y
agitacion, secandose al vacio, entre papeles de acetato de celulosa, a 80 °C

durante dos horas, en un secador de geles (Bio-Rad, mod. 583 gel Dryer).

C.3.9.4. Electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa (Western

Blotting)

Finalizado el desarrollo electroforético, las proteinas se electrotransfirieron
de los geles a membranas de nitrocelulosa (0.45 pm de tamafio de poro, Bio-Rad),
siguiendo esencialmente el método de Towbin y col. (1979), descrito en los
manuales de instruccion de los sistemas de transferencia (Bio-Rad).

Los geles a transferir, membranas de nitrocelulosa, papeles de filtro, y
demas componentes del sandwich de transferencia, se incubaron en el tamp6n de
transferencia constituido por 0.01 M CAPS, pH 11.0 y 10 % (v/v) metanol. La
electrotransferencia se llevo a cabo en el sistema Mini Trans-Blot™ de Bio-Rad,
termostatizado con su unidad de enfriamiento, a voltaje constante de 100 V,

durante 2 horas.
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Finalizada la transferencia, y 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) 4cido acético), para visualizar y sefialar los patrones de peso
molecular. Las membranas, lavadas con agua destilada para eliminar el colorante,
se procesaron inmediatamente para inmunoensayo. Para evaluar la eficacia de la

transferencia, el gel electrotransferido se tifi6 con Coomassie.

C.3.9.5. Inmunodeteccion de la H'-ATPasa de plasmalema y de la H'-
ATPasa y H'-PPasa de tonoplasto.

Las membranas de nitrocelulosa con las proteinas transferidas
clectroforéticamente, se incubaron durante 90 minutos a temperatura ambiente
con medio TBSL, conteniendo 20 mM Tris-HCI, pH 7.6, 150 mM NaCl y 0.2 %
(p/v) leche en polvo desnatada, para bloquear las uniones inespecificas del
anticuerpo a la membrana de nitrocelulosa.

La deteccién de proteina antigénica correspondiente a los enzimas ATPasa
de la membrana plasmatica y ATPasa y PPasa del tonoplasto, se llevé a cabo
incubando durante 12-15 horas en agitacién a 4 °C, con anticuerpos policlonales
de conejo obtenidos frente a los siguientes polipéptidos:

* Las subunidades de 58 kD (B) y 72 kD (A) de la ATPasa de tonoplasto de
remolacha, ambas a una dilucién de 1:600 en TBSL. Los anticuerpos,
obtenidos seglin describen Dupont y col. (1988), fueron un regalo del Dr.
Alan Bennett, Universidad de California, Davis, USA.

* PPasa de Vigna radiata, a una dilucién 1:200 en TBSL. Los anticuerpos,
obtenidos segtin describe Maeshima (1992), fueron un regalo del Dr.

Masayoshi Maeshima, Universidad de Nagoya, Japon.

* Proteina de fusién expresada en E. coli, conteniendo el extremo carboxilo

terminal (aminoacidos, 851-949) de la ATPasa de plasmalema de Arabidopsis
thaliana, a una dilucion de 1:700 en TBSL. Los anticuerpos, obtenidos segun
describen Parets-Soler y col. (1990), fueron un regalo del Dr. Ramén

Serrano, Universidad Politécnica de Valencia.
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Una vez finalizada la incubacion con el anticuerpo primario, las membranas
se lavaron 3 veces durante 5 minutos, cada vez con TBSL, para eliminar tanto
exceso de anticuerpo no fijado como el fijado de forma inespecifica.

Para revelar las bandas correspondientes al anticuerpo primario fijado a la
proteina, las membranas se incubaron durante 3 horas con anticuerpo secundario,
constituido por anticuerpos de cabra contra Inmunoglobina G de conejo, ligada a
la fosfatasa alcalina (Promega), diluida 1:5000 en TBSL. Tras un doble lavado
con TBSL, para eliminar el exceso de anticuerpo secundario, y un lavado rapido
con el tamp6n de la fosfatasa alcalina (100 mM Tris-HCL, pH 9.0, 100 mM NacCl,
5 mM MgCl,, el revelado de la reaccion de la fosfatasa alcalina se llevo a cabo
afiadiendo los sustratos cromogénicos BCIP (33 pg ml™) y NBT (16.5 pg ml'") en
el tampon correspondiente, desarrollandose el color a la oscuridad y a temperatura
ambiente. La reaccion se detuvo por lavados con agua destilada, y la membrana se
secd y registr6 con la ayuda de un Gel Printer (Gelstation, TDI).

Las cantidades relativas de proteina antigénica de las membranas de
nitrocelulosa de determinaron por densitometria mediante la absorbancia a 535
nm de la luz reflejada tras el barrido del centro de la banda con un rayo de luz de
0.2 x 1 mm (densitémetro Shimadzu mod. CS-9000).

D. DETERMINACION DE LA EXPRESION DE PROTEINAS DE
TONOPLASTO

Los niveles de expresion de los genes que codifican para las proteinas que
se mencionan a continuacion, se determinaron previo aislamiento del ARN total
de raices, tallos y hojas de plantas controles y tratadas con sal de las dos especies
de tomate sometidas a estudio, e hibridacion en Northern-blot, utilizando las
siguientes sondas homoélogas de ADNc:

* Fragmento de ADNc de 0.55 kb, correspondiente la pirofosfatasa vacuolar de
tomate, obtenido por RT-PCR y clonado por extremos cohesivos en el
plasmido pGEM-T (obtenidd en este trabajo, apartado IV.D.2.).

* 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
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genoteca de pelos radiculares de raices de tomate, construida en el vector
fagémido AZAP II (Stratagene) (Bucher y col. 1997), y posteriormente
clonado en el sitio EcoRV del plasmido pSTBlue-1 (obtenido en este trabajo,
apartado IV.D.3.).

* Fragmento de ADNc de 0.5 kb que codifica al ARN ribosémico 18S de raices
de tomate, clonado en el plasmido pCRII (N. Ferrol, resultados no
publicados), regalo de la Dra. Nuria Ferrol (EEZ, CSIC, Granada), y que fue

usado como control de expresion y carga.

D.1. Extraccion de ARN total de los tejidos de tomate

La extraccion de ARN total de tejidos de tomate de hoja joven, hoja adulta,
tallo y raiz, previamente congelados en N, liquido y almacenado a - 70 °C, se
llevé a cabo por el método de Logemann y col. (1987).

Los tejidos se homogeneizaron en mortero de porcelana con con N, liquido
hasta la obtencién de un polvo fino. El pulverizado de la muestra obtenido se pasé
a un tubo Rohrer de 13 ml y se le afiadié 0.5 ml de tamp6n de extraccion por
gramo de peso fresco, conteniendo 8 M hidrocloruro de guanidina, 20 mM MES,
pH 7.0, 20 mM EDTA, 50 mM B-mercaptoetanol y 0.5 ml por gramo de peso
fresco de la mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), agitandose
vigorosamente durante 15 minutos. El homogenado resultante se centrifugé a 15
000 g durante 15 minutos (centrifuga Sorvall, rotor SS-34) y la fase superior
acuosa se transfirié a un nuevo tubo Rohrer, al cual se le afiadié 700 ul de etanol
absoluto por gramo de peso fresco en presencia de 200 pl 1 M 4cido acético, para
la precipitacion selectiva de ARN total, incubandose durante 1 hora a -20 °C. La
mezcla se centrifugé en rotor SS34 durante 15 minutos a 15 000 g, y el sedimento
obtenido se lavé 2 veces con 1 ml 3 M acetato potasico, pH 5.2, para disolver los
polisacaridos contaminantes, centrifugandose a continuacién durante 10 minutos a
15 000 g. Tras la eliminacidn del sobrenadante, el sedimento se lavo con 1 ml de
etanol al 70 % en agua-DEPC mediante agitacion durante 5 minutos,
centrifugdndose a 15 000 g. El sedimento conteniendo el ARN total se secé por

centrifugacién a vacio en speed vacuum, para eliminar la traza de etanol, y se
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disolvi6 finalmente en un volumen reducido de agua-DEPC por calentamiento a
56 °C, y almacenandose a -70 °C hasta su uso posterior.

La cuantificacion y determinacion del grado de pureza del ARN se realiz6
mediante el registro del espectro de absorbancia entre 230 y 320 nm
(espectofotometro Shimadzu, mod. UV 160) en una alicuota de la preparacion
final diluida 100 veces, teniendo en cuenta que la Asq=1 corresponde a una
concentracion de 40 pg ARN total por ml. Todas las preparaciones de ARN
tuvieron una razdn Ajeo/Azgo superior a 1.8 y Azeo/Az30 superior a 2.0, indicando

minima contaminacion por proteinas y polisacaridos, respectivamente.

D.2. Obtenciéon de un fragmento de ADNc correspondiente a la V-PPasa de
tomate por RT-PCR

D.2.1. Transcripcion inversa del ARN

La primera hebra de ADNc se sintetizé a partir del ARN total extraido de
hojas, tallos y raices de tomate, utilizando como cebador el oligonucledtido (dT)23
anclado (en la que la presencia de un residuo de G, C o A asegura su ligamiento
muy al comienzo de la cola de poli-A de cada ARNm presente en el ARN total) y
el enzima transcriptasa inversa del virus de la mieloblastosis de ave (AMV-RT)
(Sigma).

Previo a la reaccion de RT, se incub6 durante 10 minutos a 80 °C, 1 pg de
ARN total, previamente desnaturalizado a 90 °C durante 5 minutos, en presencia
de 0.5 mM de cada uno de los dNTPs y 3.5 uM oligo (dT)zs. Tras un breve
enfriamiento en hielo, se afiadi6 tamp6n 1 x de AMV-RT (50 mM Tris-HCI, pH
8.3, 40 mM KCl, 8 mM MgCl,, 1 mM DTT), 0.25 U pI'' inhibidor de RNasas y
0.5 U uI'' AMV-RT, en un volumen total de 20 pl. La reaccion se lievé a cabo
primeramente a 25 °C durante 15 minutos y después a 42 °C durante otros 50

minutos, deteniéndose por calentamiento a 95 °C durante 10 minutos.
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D.2.2. Amplificaciéon por PCR

La poblacion de primeras hebras de ADNc obtenida por transcripcion
inversa se us6 como molde para la amplificacién por PCR de un fragmento de
0.55 kb que codifica a la V-PPasa vacuolar, usando como cebadores dos
oligonucledtidos sintéticos degenerados disefiados a partir de regiones
conservadas de PPasas de plantas superiores y de la bacteria fotosintética
Rhodospirillum rubrum (J. R. Pérez Castiiieira, M. Losada y A. Serrano,
resultados no publicados), regalo del Dr. Aurelio Serrano (IBVF, CSIC,
Sevilla).

El medio de reaccion de PCR (50 pl) incluia 2 pl de la reaccion de
transcripcién inversa, tampon de PCR 1x (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1.5 mM
MgCh, 50 mM KCl, 0.05 % -p/v- gelatina), 200 uM de cada uno de los dNTPs,
1 uM de cebadores especificos y 2.5 U de Taq ADN polimerasa. El protocolo de
amplificacion consistié en 5 minutos a 95 °C (una vez), 1 minuto a 95 °C,
1 minuto a 42 °C, 1 minuto a 72 °C (35 ciclos), y 7 minutos 72 °C (una vez). La
reaccion se llevod a cabo en un termociclador Perkin—Elmér, modelo 2400.

Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 0.7 % con TBE
0.5 x (45 mM Tris, pH 7.6, 45 mM 4cido bérico, 1 mM EDTA) conteniendo 0.5
ug ml”" de bromuro de etidio. Las bandas del tamafio esperado se cortaron y se
aislaron del gel exprimiendo las piezas de agarosa, previamente congeladas
a — 20 °C, en una jeringa estéril. El ADNc eluido se extrajo con
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) se precipité mediante la adicién de
2.5 volimenes de EtOH y 0.1 volimenes de 3 M NaAc, pH5.2 (Sambrook y col.
1989).
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D.2.3. Clonaje del producto de PCR

El fragmento de ADN de 0.55 kb purificado se ligé al vector plasmidico
pGEMP®-T por extremos cohesivos de Adenina, siguiendo las instrucciones del
fabricante (Promega). Brevemente, 15 ng de fragmente purificado se mezcl6é con
0.5 pl de vector pGEM®-T (25 ng), 1 pl de tamp6n T4 ADN ligasa y 0.5 pul de T4
ADN ligasa (1 U puI"), transcurriendo la reaccién durante 3 horas a
14 °C.

Los productos de la ligacion se utilizaron para transformar células de E.
Coli JIM109 altamente competentes incluidas en el kit de clonaje (genotipo:
recAl, EndAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rg;2my "), relAl, supE44, A(lac —proAB),
[F', tra D36, proA"B" laciZAM15]). Para ello, 10 pl de la reaccion de ligacion se
mezclo con 100 pl de células competentes JM109, manteniéndose en hielo
durante 30 minutos. Tras un choque térmico de 42 °C durante 2 minutos y 1
minuto adicional en hielo, se afiadieron 200 pl de medio LB (1 % -p/v- triptona,
0.5 % -p/v- extracto de levadura, 1 % -p/v- NaCl y 1.5 % -p/v- bacterio agar),
incubandose en agitacion durante 1 hora a 37 °C. Finalmente, las células se
extendieron en placas Petri con medio LB conteniendo 50 pg ml”’ ampicilina,
para la seleccion de colonias con células transformantes, y se incubaron durante
16 horas a 37 °C.

Previo al aislamiento del ADN plasmidico, la presencia del inserto
apropiado en diferentes colonias se escruté por PCR directa de las mismas,
picando con un palillo de madera estéril 15 a 20 colonias independientes y
poniéndolas en un tubo con 50 pl de agua estéril (haciéndose replicas de cada
colonia tomada tocando con el palillo una placa fresca previa a su transferencia al
tubo). Tras el calentamiento de los tubos a 100 °C, para lisar las células y
desnaturalizar las DNasas, el extracto se centrifug6 a 12 000g durante 1 minuto,
utilizdndose 10 pl de sobrenadante como molde para la reacciéon de PCR (50 pl)
que contenia 200 uM de la mezcla de NTPs, tampén 1 x PCR, 2.5 U de Taq
ADN polimerasa y 0.2 uM de cebadores universales (complementarios a las

secuencias que flanquean el sitio de multiclonaje de los plasmidos derivados de la
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seric M13, pl, cebador inverso M13, 16-mer, 5~AACAGCTATGACCATG-3',
p2, cebador M13, 17-mer, 5-GTAAAACGACGGCCAGT-3". El protocolo de
amplificacion consistié en 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 55 °C y 2
minutos a 72 °C, con una extensién final de 5 minutos a 72 °C. Las colonias
positivas en cuanto a la presencia de inserto del tamafio esperado se seleccionaron

para el aislamiento de ADN plasmidico en formato miniprep (apartado IV.D.4.).

D.3. Obtencion de un fragmento de ADNc correspondiente a la subunidad A
de la V-ATPasa de tomate a partir de una genoteca de ADNc de pelos

radiculares de tomate
D.3.1. Extraccion de ADN de fago.

Para la clonacién del gen que codifica a la subunidad A (70 kD) de la V-
ATPasa vacuolar de tomate, se ha usado una genoteca de ADNc de pelos
radiculares de tomate (Lycopersicon esculentum Mill. cv. Moneymaker)
construida en el sitio Eco RI del vector fagémido AZAP II (Stratagene) (Bucher y
col. 1997), con una titulacién de 10® pfu ml™.

En placas Petri de 135 mm, entre 1 a 2 x 10° halos de lisis establecidos con
la cepa bacteriana de E. coli XL1-Blue MRF’ en top-agar (0.6 % agarosa) sobre
medio LB, se eluyeron con TM (10 mM Tris-HCI, pH 8.0 y 10 mM MgSOy) y el
ADN se extrajo siguiendo protocolos habituales de Biologia Molecular
(Sambrook y col. 1989). Brevemente, el fago eluido en TM se trat6 con 10 ng
ml"! DNasa y RNasa durante 30 minutos a 37 °C. Tras 10 minutos en hielo, se
mezcl6 con un volumen de (NH,),SO, saturado frio y se mantuvo 20 minutos més
en hielo. Después de centrifugar a 20 000 g durante 15 minutos a 4 °C, las
particulas de fago sedimentadas se resuspendieron en 4 ml de tampén de fago A
(50 mM Tris-HCI pH 7.6, 100 mM NaCl, 10 mM MgSO, y 0.1 mg ml” gelatina)
a los que se afiadieron 25 pl de RNasa y 12.5 pl de DNasa 10 mg ml’,
incubandose a 68 °C durante 20 minutos para romper la cubierta proteica del fago.
El ADN se extrajo una vez con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (2524:) y

una vez con cloroformo, y el ADN en la fase acuosa se precipité con 3.5 ml 7.5 M
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acetato amonico y 8 ml de propanol por incubacion a -20 °C durante 30 minutos.
Finalmente tras centrifugar a 14 000g durante 10 minutos, €l sedimento se lavé 2
veces con 70 % etanol y el ADN se resuspendié en un pequefio volumen de 10

mM Tris-HCl pH 8.0 y 1 mM EDTA.
D.3.2. Escrutinio de la genoteca de ADNc¢ por PCR

El ADN de fago se us6 como molde para la amplificacion por PCR de un
fragmento de ADNc de 0.77 Kb correspondiente a la subunidad A (catalitica) de
la V-ATPasa vacuolar de tomate usando como cebadores, dos oligonucledtidos
sintéticos degenerados (Servicio de Sintesis de Oligonucle6tidos y secuenciacion,
Instituto de Parasitologia y Biomedicina, Lopez Neyra, CSIC, Granada) (sentido,
tom2A, 17-mer, 5-GT(GTC)CT(CT)ATGGA(CT)TT(CT)CC-3"); antisentido,
tom5A, 17 mer, 5'-AT(GA)TT(GA)CGCATCATCCA-3"), disefiados a partir de
regiones conservadas (258 aminoacidos) correspondientes a las bases 866-1.639
de la region codificante de los genes de algodén (Willkins, 1993), zanahoria
(Zimniak y col. 1988), tabaco (Hértensteiner y col. 1994) y Mesembryanthemun
crystallinum (Low y col. 1996) (Fig X).

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen de reaccién de 25 pl,
que incluia ademéas de ADN de fago, tampén de PCR 1x (10 mM Tris-HCI,
pH 8.0, 1.5 mM MgCl,, 50 mM KClI, 0.05 % -p/v- gelatina), 200 uM de la mezcla
de dNTPs, 1 uM de cebadores tom2A y tom5A y 2.5 U de Taq ADN polimerasa.
El protocolo de amplificacion consistié en 5 minutos a 94 °C (una vez), 1 minuto
a 94 °C, 2 minutos a 53 °C, 2.5 minutos a 72 °C (35 ciclos) y 7 minutos a 72 °C
(una vez).

Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1 % con TBE
0.5x conteniendo 0.5 pug ml' de bromuro de etidio. Las bandas del tamafio
esperado (0.77 kb) se purificaron por extraccion del gel de agarosa con el kit
Concert™ Gel Extraction System (Gibco BRL)

D.3.3. Clonaje del producto de PCR
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El fragmento de ADNc de 0.77 Kb purificado se subcloné en el vector
plasmidico pSTBlue-1 por extremos romos en el sitio Eco RV, utilizando el
Introductory pSTBlue-1 Perfectly Blunt Cloning kit (Novagen). En un primer
paso, tuvo lugar una reaccidon de conversion de los extremos del producto de PCR
en romos fosforilados, tomando 20 ng (1 pl) del mismo y 1 ul de mezcla de
conversion de los extremos en un volumen de reacciéon de 10 pl. La reaccién se
incub6 durante 15 minutos a 22 °C y se par6 por calentamiento a 75 °C durante 5
minutos. Tras enfriar en hielo, la reaccién de ligacién al vector pSTBlue-1 tuvo
lugar afiadiendo a los 10 ul de la reaccion de conversion, 1ul (50 ng) de vector
romo y 1 ulde T4 ADN ligasa (4U), transcurriendo la reaccién a 22 °C durante 15
minutos.

Los productos de ligacion se utilizaron para transformar la cepa de E. col,
Nova-Blue Singles™ Competent Cell (genotipo: EndAl, hsdR17, (ri2mis),
supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl, lac[F' proA'B'lac’ZAMI15::Tnl0 (TcY)]),
incluida en el kit de clonaje. Un pl de la reaccién de ligacion se adicioné a 50 pl
de células competentes recién descongeladas en hielo. Tras 5 minutos en hielo, las
células sufrieron un choque térmico de 42 °C durante 30 segundos, y entonces 2
minutos mas en hielo, tras lo cual se afiadié 250 ul de medio SOC (2 % -p/v-
triptona, 0.5 % -p/v- extracto de levadura, 0.05 % -p/v- NaCl, 2.5 mM KCl y 20
mM de glucosa) y se incubaron a 37 °C durante 1 hora. Finalmente, las células se
extendieron en placas de Petri con medio LB (apartado IV.D.2.3.) con 50 pg ml"
de ampicilina y 15 pg ml” de tetraciclina, conteniendo ademds 60 pg ml' de X-
gal y de IPTG para el escrutinio de colonias blancas y azules, y crecieron durante
16 horas a 37 °C.

Previo al aislamiento de ADN plasmidico, la presencia del inserto

apropiado en diferentes colonias se escruté por PCR directa de las mismas
(apartado IV.D.2.3.).

D.4. Aislamiento de ADN plasmidico a pequeiia escala

El aislamiento de ADN plasmidico en formato miniprep, grado

secuenciacion, se llevd a cabo utilizando métodos moleculares habituales
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(Sambrook y col. 1989). De cada placa Petri, se picaron varias colonias
independientes, utilizando un palillo de madera estéril, que se incubaron
independientemente en tubos de ensayo que contenian 3 ml de medio LB con
ampicilina, durante 16 ha 37 °C, y 200 r.p.m. de agitacién. En un tubo eppendorff
se depositaron alicuotas de 1.5 ml de medio de cultivo de cada tubo, recogiéndose
las células por sedimentacion a maxima velocidad durante 10 minutos en
centrifuga de mesa. A cada tubo se adicion6 0.2 ml de medio STET, conteniendo
10 % (p/v) de sacarosa, 50 mM EDTA-Tris, pH 8.0, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, y
10 % Triton X-100, incubandose durante 10 minutos con agitacion, hasta la
disolucién de los grumos. La digestion de la pared celular tuvo lugar por adicion
de 1 pl 5 % (p/v) lisozima e incubaciéon a 95 °C durante 2 minutos,
centrifugandose a maxima velocidad durante 10 minutos. Los desechos y la
matriz de carbohidratos se retiraron de cada tubo con un palillo estéril de madera
e inmediatamente se afiadieron 2 ul 1 % (p/v) RNasa, incubandose a 68 °C
durante 10 minutos, con objeto de degradar el contenido de ARN. El ADN
plasmidico se precipité con 10 pl de una solucion de 5 % (p/v) CTAB, y 0.5 M
NaCl y posterior centrifugacion a maxima velocidad durante 5 minutos en
centrifuga de mesa.

El sedimento resultante se resuspendié en 300 pl 1.2 M NaCl, tras lo cual se
afiadié 750 pl 90 % etanol, centrifugandose de nuevo a maxima velocidad durante
2 minutos. Tras un lavado con 700 pl 70 % etanol, el sedimento se sec6 a 37 °C
durante 10 minutos y se resuspendié finalmente en un volumen (20 pl) de H,O
estéril o en TE (10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA-Tris, pH 8.0). La
concentraciéon de ADN plasmidico se determiné en una alicuota diluida 100 veces
a Ayo nm, teniendo en cuenta que 1 DOy equivale aproximadamente a
50 pg ml” o bien por comparacién de la intensidad de la banda, corrida en un gel
de agarosa con 0.5 pg ml” bromuro de etidio frente a un patrén de concentracion
y tamaiio molecular Eco RI- Hind III del fago A (DNA Marker III, Boehringer).

La presencia del inserto apropiado en los plasmidos utilizados se comprobo
por PCR usando ADN plasmidico como molde y cebadores universales sentido y

antisentido (apartado IV.D 2.3) o, alternativamente, mediante digestion con
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enzimas de restriccion (Boehringer) cuyos sitios flaquean el sitio de insercion

(segun las instrucciones dados por el fabricante para cada enzima en particular).
D.5. Secuenciacion del ADN

La identificacion positiva de los clones parciales correspondientes a la V-
PPasa y subunidad A de la V-ATPasa vacuolar de tomate se hizo mediante
secuenciacién en un secuenciador automatico de fluorescencia (ABI 373 XL
Stretch, utilizando el Kit de secuenciacién ABI PRISM By Dye™ Terminator
Cycle Secuencing Ready Reaction de PE Appleid Biosystems) llevado a cabo por
el Servicio de Sintesis de Oligonucledtidos y Secuenciacion, Instituto de
Parasitologia y Biomedicina, Lopez Neyra, CSIC, Granada. Las muestras se
prepararon para su envio al servicio de secuenciacion en un volumen final de 6 ul
de agua miliQ, conteniendo 500 ng de ADN plamidico o 30-90 ng de fragmento
de PCR purificado y 3-2 picomoles de cebador universal especifico,
respectivamente, sentido o antisentido, para la secuenciacion en sentidos.

El andlisis informético de las secuencias de ADN obtenidos se llevé a cabo
utilizando programas de uso libre en Internet (DNA Strider, Edit View, Chroma,
Oligo), y las busquedas de homologias se hizo por comparacién de genes
recuperados de bases de datos, principalmente, GenBank, EMBL, DDBJ y PDB,
utilizando los programas FASTA (Pearson, Lipman 1988), BLAST (Altschul y
col. 1997) y los alineamientos de multiples secuencias con el programa Clustal W
(Thompson y col. 1994), todos ellos disponibles en Internet o en programas

integrados como Omiga o (TDI) PCGene (Intelligenetics, Mountain View CA).

D.6. Anilisis de la expresién génica por hibridacién Northern

D.6.1. Marcaje de las sondas de ADNc con **P-dCTP por cebamiento al azar

Las sondas de ADNc correspondientes a la subunidad A de la V-ATPasa,
V-PPasa y 18S ribosomica de tomate, se marcaron con 5 pul de a-**P dCTP (3000
Ci mmol") durante 10 minutos a 37 °C por el método de cebamiento al azar

(random priming) (Sambrook y col. 1989), utilizando el kit rediprime™]I
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(Amersham Pharmacia Biotech), segln las instrucciones del fabricante. Como
ADN molde para la reaccion (25 ng en 45 pl de TE) con el fragmento Klenow de
la ADN polimerasa I se utilizd, en el caso de la sub A de la V-ATPasa de tomate,
el fragmento de 0.77 kb obtenido por PCR a partir de una genoteca de pelos
radiculares de tomate construido en el vector A ZAP II (Stratagene), y para la V-
PPasa se utiliz6 el fragmento de PCR obtenido con cebadores universales pl y p2
(apartado IV.D.2.3.) a partir del inserto de 0.55 kb clonado en pGEM-T. Por
Giltimo, para el ADNc ribosémico 18S, se utilizé un fragmento de 0.5 kb liberado
del plasmido pCRII con Eco RI. Previamente, todos los fragmentos mencionados
se purificaron por extraccién del gel de agarosa con el kit Concert™ Gel
Extraction System (Gibco BRL), y se desnaturalizaron por calentamiento a 100 °C
durante 5 minutos.

Los fragmentos marcados con 32p se purificaron por centrifugacién en Mini
Quick Spin™ columns (Boehringer) que contenia Sephadex G-50, en tamp6n STE
(10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl), de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.
D.6.2. Separacion del ARN en geles desnaturalizantes de formaldehido

Se ha seguido el protocolo descrito por Sambrook y col. (1989) con
modificaciones. Muestras de RNA total (10 pg) se disolvieron en 35 ul de tampon
de muestra conteniendo 6.0 % (v/v) de formaldehido, 1 x tamp6n MAE (20 mM
MOPS, pH 7.0, 8 mM acetato sodico, 1 mM EDTA), 5 % (v/v) glicerol, 50 %
(v/v) formamida desionizada, 0.04 % azul de bromofenol y 0.5 % ug ml”
bromuro de etidio, incubandose 10 minutos 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 corrié a 7.5 V cm’, durante 2 horas, en tampén 1 x
MAE.

Después de la electroforesis, el gel se lavé con agua-DEPC, entonces 2 x 20
minutos en 2 x SSC (0.3 M NaCl, 30 mM citrato sédico, pH 7.0) para eliminar el

formaldehido, tras lo cual el RNA se visualizé en el gel por iluminacion UV,
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(fotografiandose en un gel Printer) para comprobar que se cargaron en el gel

cantidades idénticas de ARN, y eventualmente su degradacion.

D.6.3. Transferencia del ARN a filtros de membranas de nylon cargados

positivamente (Northern blot)

El ARN se transfiri6 a membranas de nylon (Hybond™ N*, 0.2 um de poro,
Amersham, Life Science) por capilaridad, para hibridacién Northern (Sambrook
y col. 1989) en 20 x SSC (3 M NaCl, 0.3 M citrato sédico, pH 7.0), durante 12-16
horas. El sistema de transferencia se formé de abajo a arriba, y sobre un soporte
de cristal, con los siguientes componentes: un trozo de papel Wathman 3 MM que
comunicaba por ambos extremos en el liquido de transferencia, el gel, la
membrana de nylon, un trozo de papel Wathman 3 MM (todos ellos cortados al
mismo tamafio 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 tamafio del gel. Encima
de todo, se colocé una placa de vidrio con un peso de 500-800 g. Finalizada la
transferencia, la membrana se lav6 con 2 x SSC y el ARN se fij6 covalentemente
a la misma en un horno de vacio a 120 °C durante 20 minutos entre piezas de
papel Wathman 3 MM.

D.6.4. Condiciones de hibridacién

Para la V-ATPasa se ha seguido el protocolo descrito por Thomas (1983),
con modificaciones. Las membranas se prehibridaron durante 2 horas a 42 °C con
0.2 ml cm? de medio de prehibridaciéon que contenia 50 % de formamida
desionizada, 5 x SSPE (0.9 M NaCl, 50 mM NaH,PO,, 5 mM EDTA), 1 x
solucién de Denhardt, (0.02 % PVP-380, 0.02 % p/v BSA y 0.02 % p/v Ficoll),
02 % SDS y 0.2 mg ml' de ADN de esperma de salmén fragmentado y
desnaturalizado, en un horno de hibridacién (Stuart  Scientific, UK).
Posteriormente, las membranas se hibridaron a 42 °C durante 12-16 horas con
nueva solucién de prehibridacion, a la que se afiadié la sonda previamente

marcada (apartado IV.D.6.1.) y desnaturalizada por calentamiento a 95 °C durante
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10 minutos y enfriamiento subito en hielo. Tras el lavado del filtro con 2 x SSC,
0.5 % SDS durante 20 minutos a temperatura ambiente, las membranas sufrieron
un lavado con 1 x SSC, 0.1 % SDS a 65 °C, durante 20 minutos y un lavado final
de 30 minutos con 0.2 x SSC, 0.1 % SDS a 65 °C. Para la V-PPasa, la hibridacion
se llevé a cabo por el método del PSE (Church y Gilbert 1984), consistente en la
prehibridacion a 65 °C 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 a 65 °C durante 10-16 horas con 30 ul cm? de medio PSE con sonda
marcada. En este caso, los lavados (0.5 ml cm™) tuvieron lugar a 65 °C con dos
veces 4 x SSC, 0.1 % SDS, durante 15 minutos y una vez con 0.4 x SSC, 0.1 %
SDS otros 15 minutos. Para relativizar las cantidades de ARNm con
independencia de la cantidad cargada en el gel, las membranas se resondearon con
ADNr 18S de tomate, marcado por el método anterior después de eliminar las
sondas radioactivas de la primera hibridacion por ebullicién de las membranas en

0.1 % SDS.
D.6.5. Autoradiografia

Cada membrana se envolvi6 con papel transparente de plastico y se
introdujo en un casete de autorradiografia conteniendo una pelicula Hyperfilm™
y una pantalla intensificadora (Dupont), exponiéndose 1-5 dias a —70 °C.

Para el revelado de la pelicula se llevaron a cabo los siguientes pasos:

* Revelado durante 0-1 minutos a 25 °C con revelador y regenerador G150
(AGFA)

» Fijacién durante 10 minutos con fijador radiografico G350 (AGFA)

» lavado final durante unos minutos con agua del grifo

= Secado de la pelicula al aire.
D.6.6. Cuantificacion de los niveles de expresion génica

Los niveles de expresién génica se cuantificaron midiendo para cada

muestra, la intensidad de la banda relativizado respecto a la intensidad de
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hibridacion del gen constitutivo 18S ribosomal de tomate, mediante el programa
NIH image 1.6.
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Resultados

ESTUDIOS PRELIMINARES

La Definicién del modelo experimental: eleccion del material vegetal y condiciones de

cultivo.

La mejora de la tolerancia de las plantas a la salinidad no puede avanzar sin un
conocimiento adecuado de los mecanismos fisiologicos, bioquimicos y moleculares de
resistencia. En este sentido el objetivo de este trabajo ha sido la determinacion del papel que
juegan los sistemas de transporte membranario de iones en los mecanismos de tolerancia de
tomate al estrés salino, dicho estudio requeria con fines comparativos, la utilizaciéon de una
misma especie de Lycopersiéon con tolerancia diferencial a dicho estrés.

Dentro de las variedades de tomate disponible se seleccionaron las variedades L.
esculentum var Pera y L. pimpinellifolium (PE-47), esta Gltima segin Cuartero y col. (1992)
tiene un importante grado de tolerancia a la sal pero carece del vigor comercial de la cultivada
L. esculentum, por lo tanto la introducciéon de la tolerancia de L. pimpinellifolium a
L.esculentum es uno de los dbjetivos adoptados por los programas futuros de mejora de las
plantas de tomate a la salinidad.

Se llevd a cabo un estudio preliminar para la determinacion de una concentracion salina
que, afectando lo menos posible el crecimiento, pueda provocar cambios significativamente
diferenciales de los pardmetros bioquimicos en estudio. Para ello se ha realizado un
seguimiento de crecimiento de las plantas de la dos variedades con distintas concentraciones
salinas.

El analisis de los parametros de crecimiento de las plantas de tomate, expresado como
peso fresco y seco, mostrd que el tratamiento durante 8 dias con 150 mM de NaCl provocd una
importante inhibicién de crecimiento de las plantas de las dos variedades, con indicios de
senesencia, al tiempo que la acentuada inhibicién de crecimiento con 200 mM NaCl impidié
que las plantas puedan sobrevivir hasta el dia de la cosecha, nos llevd a elegir la concentracion

de 130 mM como tratamiento salino idéneo.
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B. ESTUDIO COMPARATIVO DE LA TOLERANCIA A LA SALINIDAD EN LAS
VARIEDADES DE TOMATE

B.1. Parametros fisiolégicos

B.1.1. Crecimiento

Para este estudio se utilizaron hojas jovenes, hojas maduras, tallos y raices. Las hojas
jovenes se definieron como hojas no completamente desarrolladas y localizadas entre dos a tres
nudos del apice de la planta. Las maduras fueron aquellas hojas totalmente desarrolladas, no
senescentes.

El crecimiento, expresado como peso fresco y seco de diferentes tejido de L. esculentum
y L. pimpinellifolium, en funcién de concentraciones salinas, se muestra en las Tablas 8 y 9.

En ausencia de la salinidad L. pimpinellifolium presenté un mayor peso fresco y seco de
la raiz y un menor crecimiento de la parte aérea. La reduccién de peso fresco y seco de tallo
increment6 proporcionalmente a la concentracion salina con mayor significacion en la variedad
cultivada. A 130 mM, la reduccion de pesos seco de la raiz y hoja adulta de L. esculentum en
un 77 % y 82 % respectivamente frente al control y la no inhibicién de estos en L.
pimpinellifolium, incrementé la diferencia entre especies. Estrés severo de 150 mM de NaCl

causo inhibicion generalizada de todos los tejidos de ambas variedades.
Contenido hidrico

Contenido hidrico no se alteré por el tratamiento salino en las dos variedades estudiadas.
Esto represent6 aproximadamente el 86, 90, 94 y 95 % en hoja joven, hoja adulta, tallo y raiz
respectivamente (Tabla 10).
Contenido de prolina y azicares totales

Las figuras 16 y 17 muestran los contenidos de prolina de las dos variedades de tomate,

tratadas durante 8 dias con 0 y 130 mM NaCl. La concentracion de prolina aument6

fuertemente en todos los tejidos estudiados de ambas variedades, siendo mayor dicho
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Tabla 8. Crecimiento, expresado como gramos de peso fresco por planta, de diferentes tejidos

de dos especies de tomate, L. esculentum var. Pera (Le) y L. pimpinellifolium (Lp), tratadas

durante 8 dias con diferentes concentraciones de NaCl. Los resultados son la media de tres
experimentos independientes con los pardmetros determinados en triplicado. Valores entre
paréntesis representan el porcentaje de peso fresco respecto al control. Letras iguales dentro
de cada fila representan valores homogéneos segun el andlisis multifactorial de la varianza de

Duncan, p = 95 %.

Tejido
Le (NaCl, mM) Lp (NaCl, mM)
0 120 130 150 0 120 130 150
Hojajoven 0.32b 0.34b 0.28ab 0.22a 035p 036b 033b 0.27ab
(100)  (106) &7 (68) (100)  (103) %4) (77
Hojaadulta 2.84¢ 257bc 24b 1.46a 236b 2.15p 220b 1.54a
(100) (90) (84) 628 (100) 91 (93) (65)
Tallo 740d 592¢ 536c 4.90b 529¢ 4.65bc 431b 3.45a
(100) (80) (72) (66) (100) (88) 81 (65)
Raiz 1.28bp 1.28bp 096a 0.87a 2.194 2034 2.08a 1.75¢
(100)  (100) (75) (68) (100) (93) (95) (80)
Total 11.84¢ 10.11b 9.00b 745a 10.19b 9.19b 892p 7.01a
(100) (85) (76) (63) (100) (90) (87) (69)
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Tabla 9. Crecimiento, expresado como miligramos de peso seco por planta, de diferentes

tejidos de dos especies de tomate, L. esculentum var. Pera (Le) y L. pimpinellifolium (Lp),

tratadas durante 8 dias con diferentes concentraciones de NaCl. Los resultados son la media
de tres experimentos independientes con los pardmetros determinados en triplicado. Valores
entre paréntesis representan el porcentaje de peso seco respecto al control. Letras iguales
dentro de cada fila representan valores homogéneos segin el andlisis multifactorial de la

varianza de Duncan, p = 95 %.

Tejido
Le (NaCl, mM) Lp (NaCl, mM)
0 120 130 150 0 120 130 150

Hojajoven  48b 48 b 39b 31a 50b 46 b 42p 34a

(100)  (100) (81) (65) (100) (92) (84) (68)
Hoja adulta 278¢ 257¢ 228b 160a 222b  212b  211b 169 a

(100) (92) (82) (58) (100) (96) (95) (76)
Tallo 377¢  349bc 337b 254b 333p  325p 306b  259a

(100) (93) (89) (67) (100) (98) (92) (78)
Raiz 56 b 57b 43 a 39a 924d 91d 89d 79 ¢

(100)  (102) a7 (70) (100) 99) 97 (86)
Total 759¢ 711b  647b 484a 697b  674b 648D 541a

(100) (94) (85) (64) (100) 97) (93) (78)
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Tabla 10. Contenido hidrico de diferentes tejidos de dos especies de tomate, L. esculentum var

Pera (Le) y L. pimpinellifolium (Lp), tratadas durante 8 dias con diferentes concentraciones de

NaCl. Los resultados, expresados en porcentaje, son la media de tres experimentos
independientes con los pardmetros determinados en triplicado. Letras iguales dentro de cada
fila representan valores homogéneos segun el andlisis multifactorial de la varianza de Duncan,

p=95%.

Le (NaCl, mM) Lp (NaCl, mM)

120 130 120 130

Hoja joven 85.8a 86.1a 87.2a 873a

Hoja adulta
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Contenido de prolina

Lp
NaCl

‘IOmM
=130 mM

Le
Le Lp j
A

H.joven H. adulta Tallo Raiz

Figura 16. Contenido de prolina, expresado en mg g’ PS, de diferentes tejidos de L. esculentum var.

Pera y L. pimpinellifolium, tratadas durante 8 dias con 0'y 130 mM NaCl. Los resultados son la media

(+S8D) de tres experimentos independientes con pardmetros determinados por triplicado.

Contenido de azucares

NaCl

HOmMmM
H130 mM

Le Lp Le

mhin

H. joven

H.adult Tallo Raiz

Figura 17. Contenido de aziicares, expresado en mg g PS, de diferentes tejidos de L. esculentum var.

Pera y L. pimpinellifolium, tratadas durante 8 dias con 0y 130 mM NaCl. Los resultados son la media

(+8D) de tres experimentos independientes con pardmetros determinados por triplicado.




Resultados

Tabla 11. Razén Na' /K" en diferentes tejidos de especies de tomate, L. esculentum var. Pera (Le) y L.

pimpinellifolium (Lp), tratadas durante tratadas durante 8 dias con 130 mM NaCl. Los datos son la

media de tres experimentos independientes. Letras iguales dentro de cada fila representan valores

homogéneos segiin el andlisis de varianza de Duncan, p= 95 %.

Le (NaCl, mM) Lp (NaCl, mM)

0 130 0 130

Hoja joven 0.180 b 0.460 ¢
Hoja adulta 0.420 b 0.620 ¢
Tallo 0.660 b 0.590 b
Raiz 1.100 ¢ 0.610 b

Planta entera 0.640b 0.580 b
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Aislamiento y caracterizacion de membranas

Los sedimentos microsomales de 10 000-100 000g de diferentes tejidos de
tomate L. esculentum y L. pimpinellifolium tratadas durante 8 dias con 0 y 130 mM
NaCl, las cuales contenian la mayoria de membranas subcelulares, principalmente
vesiculas de plasmalema, tonoplasto, aparte de Golgi, mitocondria y reticulo
endoplasmatico, se fraccionaron o bien por el sistema de particion de fases las
membanas de plasmalema o se cargaron en un gradiente para aislar membranas
enriquecidas en vesiculas de tonoplasto. Estas membranas una vez purificadas se
caracterizaron con enzimas marcadores. Asi la actividad ATPasa inhibida por
vanadato (AVa), en presencia de nitrato, azida y molibdato, se asoci6 a la membrana
plasmética (Sze y col 1985, Galtier y col. 1988), mientras que la fraccion sensible a
azida (AN3) se correlaciond con la fraccion de memrana mitocondrial (O’Neill y col.
1983, Sze 1985). Como marcadores de tonoplasto se utilizaron la actividad ATPasa
inhibida por nitrato (ANOQ3), bafiloicinaA, y PPasa estimulada por K* (AK")
(Chanson 1990, White 1994). Puesto que la actividad ATPasa mitocondrial suele
mostrar un importante grado de inhibiciéon por nitrato, la actividad ANO;-ATPasa
asociada a tonoplasto se ensayd en presencia de azida (O’Neill y col. 1983). Las
actividades UDPasa estimulada por detergente (latente) y la NADH cit ¢ reductasa
insensible a antimicina A, fueron marcadores de las membranas de Golgi (Green

1983) y reticulo endoplasmatico (Hodges y Leonard 1974), respectivamente.

Caracterizacion de la fraccion de membranas purificadas por particion de fases

Las tablas 12 y 13 muestran la distribucion de marcadores enzimaticos de los
distintos tipos de membranas en el sedimento microsomal de hojas y raices de tomate
L. esculentum y L. pimpinellifolium, tratadas durante 8 dias con 0 y 130 mM NaCl, y
de plasmalema obtenido tras la purificacion del mismo por el sistema de particion de
fases. La actividad AVan-ATPasa total fue de3 a 4 veces mayor en las membranas

purificadas en dichos tejidos respecto a la fraccion microsomal, mientras que
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Tabla 12. Andlisis de actividades enzimdticas marcadoras de la fraccion de membrana
aislada de la fase superior de PEG enriquecida en plasmalema (PM), obtenida por particion
de fases en PEG/Dextrano a partir de microsomas (M) de hojas de plantas no tratadas de L.

esculentum var. Pera y L. pimpinellifolium. Las actividades especificas, expresadas en pmol

mg” proteina h’', son media de tres experimentos independientes, con las actividades

ensayadas por triplicado, siendo la DE menor del 10 % de la media. Valores entre paréntesis

son porcentajes de los marcadores en la fase superior respecto a los obtenidos en

microsomas. “Actividades determinadas en presencia de 0.1 mg ml' LPC; actividad

determinada en presencia de 0.1 % Triton X-100; n.d. = no detectado.

Enzimas L. esculentum L. pimpinellifolium

M PM M PM

AVa-ATPasa® 5.4 21.0 (388) 4.1 21.0
ABaf-ATPasa® 1.4 0.4 (28) 1.3 0.4
ANO;-ATPasa® 1.9 1.0 (52) 1.9 n.d.
AN;-ATPasa® 2.0 0.8 (40) 1.3 1.0
APPasa® 4.8 2.2 (45) 2.7 1.7
UDPasa latente” 4.9 02 (4) 2.0 0.5
NADH cit ¢ reductasa 6.0 1.0 (17) 5.5 0.8

Proteinas (mg) : 29 (5.5 . 3.1
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Tabla 13. Andlisis de actividades enzimdticas marcadoras de la fraccion de membrana
aislada de la fase superior de PEG enriquecida en plasmalema (PM), obtenida por particion
de fases en PEG/Dextrano a partir de microsomas (M) de raices de plantas no tratadas de L.

esculentum var. Pera y L. pimpinellifolium. Las actividades especificas, expresadas en pmol

mg’ proteina h’', son media de tres experimentos independientes, con las actividades
ensayadas por triplicado, siendo la DE menor del 10 % de la media. Valores entre paréntesis
son porcentajes de los marcadores en la fase superior respecto a los obtenidos en
microsomas. “Actividades determinadas en presencia de 0.1 mg ml" LPC; ‘actividad

determinada en presencia de 0.1 % Triton X-100; n.d. = no detectado.

Enzimas L. esculentum L. pimpinellifolium

M PM M PM

AVa-ATPasa® . 47.0 (376)
ABaf-ATPasa® : n.d.
ANO;-ATPasa® : n.d.
AN3;-ATPasa® . 0.6
APPasa® ; 0.6
UDPasa latente® y 0.2
NADH cit ¢ reductasa : 1.2

Proteinas (mg) . 1.2
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disminuyeron notablemente las actividades enzimaticas asociadas a otros tipos de
membranas. El rendimiento en vesicula de plasmalema fue del 5.5 % en las hojas y
del 8 % en la raiz.

El grado de pureza de las de vesiculas de plasmalema purificadas por particion
de fases, a partir de homogenado de raices hojas jovenes y hojas adultas de las
variedades L. esculentum y L. pimpinellifolium, tratadas con 0 y 130 mM NaCl, se
evalud también con respecto a su actividad fosfohidrolitica total (en presencia LPC) o
actividad transportadora de H" dependiente de ATP (en ausencia de LPC), mediante
el uso de inhibidores especificos de los distintos tipos de membranas presentes en la
preparacion plasmalema. (Tabla R14, R15 y R16).

La actividlad ATPasa global, presentaba una fuerte inhibicién por vanadato
(aproximadamente 100 %) en todos los tejidos estudiados, el molibdato, bafilomicina
y azida, inhibidores de fosfatasas 4cidas, tonoplasto y mitocondria respectivamente,
no presentaron efecto, mientras que lo unido a inhibicién por nitrato indicaba una
pequefia contaminacién con membranas que no sean el tonoplasto. El transporte de
H' se inhibi6 en un 60 y 50 % por vanadato en raices y hojas respectivamente, la
fuerte estimulacion por nitrato de dicha actividad comparativamente con el ion cloro
se atribuye a una mejor disipacion del potencial positivo al interior de las vesiculas
generado por La H'-ATPasa, mientras que la inhibicion del 30 % por azida indicaba
una pequefia contaminacion con mitocondria. Basandose sobre el efecto de
inhibidores, la preparacion de vesiculas de membranas utilizada en este estudio es
altamente enriquecida en plasmalema, con escasas contaminaciones de mitocondria.
El tratamiento salino no afectd sustancialmente el efecto de los inhibidores, indicando
que la fraccion purificada de membrana plasmatica de plantas tratadas es comparable
con el control correspondiente.

La Tabla 17 muestra el efecto de inhibidores especificos sobre las actividades
ATPasica y transportadora de H' del enzima H'-ATPasa de plasmalema de raices de
L. esculentum var. Pera y L. pimpinellifolium en presencia de Brij 58. La sensibilidad
de estas actividades a inhibidores fue similar que resultados mostrados en la Tabla
16, excepto la falta de estimulacion del transporte por nitrato en presencia del
detergente. Estos resultados indican que el CI" permite la formacion de un mejor pH

transmembranario a nivel de las vesiculas tratadas con Brij 58 que el ion NO;".
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Tabla 14. Efecto de inhibidores especificos sobre las actividades ATPasa y transportadora
de H" dependiente de ATP, correspondiente a la H -ATPasa de plasmalema de hojas jévenes
de L. esculentum var. Pera (Le) y L. pimpinellifolium (Lp), tratadas durante 8 dias con 0y

130 mM NaCl. Las actividades control ATPdsica (umol mg" proteina h™', entre paréntesis) y
transportadora de H' (VQs en % Q mg” proteina min™, entre paréntesis) se ensayaron en un
medio que contenia 25 mM BTP-MES, pH 6.5, 3 mM MgSO,, 3 mM ATP-BTP y 100 mM
KCl, en presencia de 0.1 mg mlI’ LPC (sélo la actividad ATPdsica). Los resultados,
expresados en porcentaje de actividad especifica respecto a la del control, son
representativos de uno de dos experimentos independientes con las actividades ensayadas

por triplicado.

Inhibidores Le (NaCl, mM) Lp (NaCl, mM)

0 130 0 130

ATPasa (+LPC)

Control

Na3zVO, (250 uM)
KNOj; (100 mM)
Bafilomicina (20 nM)
NaNj; 2 mM)
Na,MoOy (100 uM)

Transporte de H' (-LPC)

Control 100
NazVO, (250 uM) 52
KNOj; (100 mM) 197
Bafilomicina (2 nM) 97
NaNj; (2 mM) 73
Na,MoOy (100 uM) 97
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Tabla 15. Efecto de inhibidores especificos sobre las actividades ATPasa y transportadora
de H' dependiente de ATP, correspondiente a la H -ATPasa de plasmalema de hojas adultas

de L. esculentum var. Pera (Le) y L. pimpinellifolium (Lp), tratadas durante 8 dias con 0y

130 mM NaCl. Las actividades control ATPdsica (umol mg”' proteina h!, entre paréntesis) y
transportadora de H (VQs en % Q mg” proteina min”, entre paréntesis) se ensayaron en
un medio que contenia 25 mM BTP-MES, pH 6.5, 3 mM MgSO,, 3 mM ATP-BTP y 100 mM
KCl, en presencia de 0.1 mg ml! LPC (sélo la actividad ATPdsica). Los resultados,
expresados en porcentaje de actividad especifica respecto a la del control, son
representativos de uno de dos experimentos independientes con las actividades ensayadas

por triplicado.

Inhibidores Le (NaCl, mM) Lp (NaCl, mM)

0 130 0 130

ATPasa (+LPC)
Control

Na3zVO, (250 uM)
KNOj3 (100 mM)

Bafilomicina (20 nM)
NaNj; (2 mM)
N32M004 (100 pM)

Transporte de H' (-LPC)
Control

NazVO, (250 uM)

KNOj3 (100 mM)
Bafilomicina (20 nM)
NaNj; (2 mM)

Na,MoO, (100 uM)
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Tabla 16. Efecto de inhibidores especificos sobre las actividades ATPasa y transportadora
de H' dependiente de ATP, correspondiente a la H -ATPasa de plasmalema de raices de L.

esculentum var. Pera (Le) y L. pimpinellifolium (Lp), tratadas durante 8 dias con 0y 130 mM

NaCl. Las actividades control ATPdsica (umol mg' proteina W', entre paréntesis) y
transportadora de H (VQs en % Q mg”’ proteina min”, entre paréntesis) se ensayaron en un
medio que contenia 25 mM BTP-MES, pH 6.5, 3 mM MgSO,, 3 mM ATP-BTP y 100 mM
KCl, en presencia de 0.1 mg ml! LPC (sélo la actividad ATPdsica). Los resultados,
expresados en porcentaje de actividad especifica respecto a la del control, son
representativos de uno de dos experimentos independientes con las actividades ensayadas

por triplicado.

Inhibidores Le (NaCl, mM) Lp (NaCl, mM)

0 130 0 130

ATPasa (+LPC)

Control 100 (51.4) 100 (39.3) (40.2 100 (25.6)
Na3;VO, (250 uM) 1 2 3

KNO; (100 mM) 89 83 76
Bafilomicina (20 nM) 100 95 98

NaN; (2 mM) 99 97 96
Na,MoO, (100 uM) 92 90 98

Transporte de H' (-LPC)
Control

Na3;VO, (250 uM)

KNOj; (100 mM)
Bafilomicina (20 nM)
NaNj; (2 mM)

Na,MoO, (100 uM)
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Tabla 17. Efecto de inhibidores especificos sobre las actividades ATPasa y transportadora
de H' dependiente de ATP, correspondiente a la H'-ATPasa de plasmalema de raices de dos

especies de tomate, L. esculentum var. Pera (Le) y L. pimpinellifolium (Lp), tratadas durante

8 dias con 0y 130 mM NaCl. Las actividades control ATPasa (umol mg” proteina h”, entre
paréntesis) y transportadora de H (VQs en % Q mg” proteina min”, entre paréntesis) se
ensayaron en un medio que contenia 25 mM BTP-MES, pH 6.5, 3 mM MgSO,, 3 mM ATP-
BTP y 100 mM KClI en presencia de 0.1 mg ml” (actividad ATPasa) o 0.2 mg ml”" (actividad
transportadora de H') Brij 58. Los resultados, expresados en porcentaje de actividad
especifica respecto al control, son representativos de uno de dos experimentos

independientes con las actividades ensayadas por triplicado.

Inhibidores Le (NaCl, mM) Lp (NaCl, mM)

0 130 0 130

ATPasa + Brij

Control

Na3;VO, (250 uM)
KNO; (100 mM)
NaNj; (2 mM)
Bafilomicina (20 nM)
Na,MoOy (100 uM)

Transporte de H' + Brij

Control

Naz;VO, (250 uM)
KNO; (100 mM)
NaNj; (2 mM)
Bafilomicina (20 nM)
Na,MoOy (100 uM)
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El transporte de H™ dependiente de ATP de plasmalema purificado de hojas
jovenes y hojas adultas es mayor en L. esculentum, sin embargo en la raiz el

transporte es mayor en L. pimpinellifolium.

Latencia de las vesiculas

Durante el proceso de homogeneizacién, las vesiculas de plasmalema se
orientan mayoritariamente de forma natural (cara citoplasmatica orientada hacia la
cara citoplasmatica) “right side-out” (Palmgren 1990), la posterior purificacion de la
membrana plasmatica por el sistema de particion de fases resulta un enriquecimiento
en vesiculas de orientacion normal. Puesto que impermeabilidad de las vesiculas de
membranas a los sustratos hidrofilicos hace que la accesibilidad de éstos al centro
activo de enzimas dispuestas vectorialmente en la membrana, depende de la
orientacion de las mismas. Asi la determinacion de la actividad total de los enzimas
marcadores asociados a membranas requiere el uso de detergentes Brij 58 o LPC que
permiten revelar la actividad enzimética latente.

Para comprobar el efecto de estos detergentes sobre la actividad del enzima
marcador de plasmalema, se determinaron, en funcion de la concentracion de Brij 58
y LPC, la actividad fosfohidrolitica ATPasa de vesiculas de plasmalema purificados
de raices de tomate L. esculentum var Pera (figura 19). Los resultados indicaron que
la estimulacion de dicha actividad en presencia de LPC es mayor que la estimulacién
en presencia Brij 58 y que 100 pg.ml™ de estos detergentes en el medio de reaccién es
la concentracion Optima por la que el enzima mostré un maximo de actividad. Por lo
tanto 0.1 mg.ml' se utilizd como concentracion habitual en los ensayos para
determinar la actividad especifica total y la latencia de las vesiculas. Asi la actividad
latente se define como la diferencia entre las actividades en presencia y ausencia de
detergente, siendo la latencia de las vesiculas la actividad latente expresada en
porcentaje de la actividad en presencia de detergente.

Para el estudio de transporte de protones a nivel de membranas de plasmalema,
se hizo también necesario el uso de Brij 58 que, a determinadas concentraciones,
induce la inversion de las vesiculas sin afectar a la permeabilidad de las mismas

(Johansson y col. 1995). Tras ensayar el transporte de H' dependiente de ATP en
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Actividad ATPasa
(umol mg™ proteina h”)

T T T

100 150 200

Detergente (ug ml™”)

Figura 19. Efecto de la concentracion de LPC o Brij 58 en el medio de reaccion sobre la
actividad ATPasa de plasmalema de raices de tomate L. esculentum var. Pera no tratadas

con NaCl.
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presencia Brij 58, pudo observarse que dicho detergente incrementaba fuertemente la
velocidad inicial de extincion de fluorescencia asi como el porcentaje de extincion
méxima y que 200 pg.ml”" de Brij 58 es concentracion 6ptima que permite la maxima
actividad transportadora de H', sugiriendo la obtenciéon del 100 % de vesiculas de
plasmalema invertidas (figuras 20 )

La caracterizacion de transporte de H' en las membranas de plasmalema,
demostré que el ATP fue capaz de generar un gradiente de pH, disipable por la
adicion de iondforos de H' del tipo de NH,Cl o gramicidina (figura 21). Dicho
transporte fue estimulado por NO;™ y en menor medida por CI, indicativo que ambos
iones son altamente permeantes capaces de estimular la formacién del gradiente de
pH a través de las vesiculas de plasmalema. inhibido por vanadato y en menor medida
por azida, no afectandose por molibdato o bafilomicina y fuertemente estimulado por
Brij 58. Estos datos, nos llevaron a considerar que transporte de H" dependiente de
ATP inhibible a vanadato y insensible a azida y molibdato, se asoci6 al enzima H'-

ATPasa de plasmalema.

El efecto del tratamiento salino sobre la actividad fosfohidrolasica de
plasmalema de raices, presencia de Brij 58 o LPC, de hojas jévenes hojas y hojas
adultas de L. esculentum var. Pera 'y L. pimpinellifolium se resume en la Figura 22.

El estrés salino redujo la actividad especifica ATPasa de plasmalema de raices
de ambas especies entre 50-60 %, no afectandose significativamente dicha actividad a

nivel de hojas jévenes o adultas.

En Tabla 18 representa el efecto de los aniones permeantes NO3” y CI” sobre
la actividad ATPasa y transportadora de protones en presencia de Brij 58 en funcién
de las variedades, tejidos y tratamiento salino. Si el Brij 58 incremento 2-3 veces la
actividad fosfohidrolitica, la estimulacién por este del transporte de protones
dependiente de ATP fue del orden de 6 hasta 8 veces mayor en todos los tejidos
control y tratados. Ademas tanto la actividad ATPasa como el transporte de protones

presentaron una actividad mayor en presencia de NOs” que en presencia del CI" en
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Figura 20. Efecto del Brij 58 sobre el transporte de H' dependiente de ATP en vesiculas de
plasmalema de hojas y raices de tomate L. esculentum var. Pera, tratadas con 130 mM NaCl.
Los resultados son expresados como la velocidad inicial de extincion de fluorescencia del
ACMA (VQs, en % Q min” proteina mg”’) o como porcentaje de la extincién mdxima

(Omaxs, en % Q mg”' proteina).
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NH,4CI
Gramicidina

Figura 21. Actividad transportadora de H' dependiente de ATP, medida como extincion de
la fluorescencia del ACMA, en vesiculas de plasmalema de raices de tomate L.
pimpinellifolium no tratadas. Las reacciones se iniciaron por adicion de 3 mM MgSO, al
medio normal de reaccion (apartado 1V.C.3.7 ), que contenia 100 mM KCI (a), 100 uM
Molibdato (b), 20 nM Bafilomicina (c), 2 mM Azida (d), 100 mM Nitrato (e), 250 uM

Vanadato (f) y 0.2 mg.ml" Brij 58 (g). La fluorescencia se restauré tras la adicién de 10 mM
NH,Cl o 2 uM de gramicidina D, una vez que la fluorescencia alcanzaba el estado

estacionario.




Resultados

LPC (100 ug mi™)

D
o

R*

(%)
o

NaCl

HOmM
130 mM

H
o

N
o

ATPasa
(umol mg™ proteina h™)
w
o

—
o O

L. esculentum L. pimpinellifolium

Brij (100 pg mi™)

NaCl

HOmM
Ha @130 mM

Hj Ha

Hj

ATPasa
(umol mg'proteina h™)

L. esculentum L. pimpinellifolium

Fugura 22. Actividad ATPasa en presencia de 0.1 mg ml"! LPC o Brij 58 en plasmalema de

diferentes tejidos de L. esculentum var. Pera y L. pimpinellifolium, tratadas durante 8 dias
con 0y 130 mM NaCl. Los datos, expresados en pmol mg” proteina I, son la media de

cuatro experimentos independientes (+ DE). "Significativo a P<0.05, n=4, Test de Duncan.
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condiciones de ausencia de detergente indicando una mayor permeabilidad de la
membrana al NOs'en estas condiciones. Sin embargo en la raiz, el transporte de H"
dependiente de ATP en presencia del Brij 58 se estimulé fuertemente por el CI'. Esta
diferencia en la velocidad de transporte de protones refleja la permeabilidad relativa
de la membrana plasmatica de raices a estos aniones en presencia de y en ausencia de
Brij.

Como se ha indicado anteriormente, el tratamiento salino redujo la actividad
especifica total fosfohidrolitica del enzima H'-ATPasa de plasmalema de raices de L.
esculentum y L. pimpinellifolium, sin que se produzca cambios en la actividad
transportadora de H' (Tabla 18), resultindose un incremento de la relacion H'
transportado por ATP hidrolizado en ambas especie (Tabla 19). Mientras, la razén
H'/ATP de plasmalema purificado de hojas jovenes y adultas de las dos especies
cultivada y silvestre no sufri6 cambios importantes puesto que los valores de
transporte y de hidrélisis de ATP fueron similares en funcion de dicho tratamiento.

Es importante resaltar que en presencia de Brij, la razon H'/ATP fue superior
sobre todo en hojas adultas y raices control y tratados.

La latencia de las vesiculas en presencia de LPC o Brij 58 no experiment6
cambios importantes en funcion del tratamiento salino en los tejidos estudiados
(Figura 23), asi las diferencias observadas en la razon H'/ATP de las raices no

fueron debidas a cambios en la orientacion de las vesiculas.

La cuantificacion de la cantidad de H'-ATPasa de la fraccién microsomal y de
plasmalema purificado por particién de fases de raices de tomate L. esculentum y L.
pimpinellifolium, se llevo a cabo mediante experimentos de westen Blot utilizando
anticuerpos policlonales desarrollados frente al dominio C-terminal de la H'-ATPasa
de Arabidopsis thaliana. Dichos anticuerpos revelaron que las cantidades relativas de
proteinas antigénicas correspondientes a la subunidad de 100 kDa de vesiculas de
plasmalema purificadas son 2 veces mayor que las de microsomas en las dos
especies. El tratamiento salino con 130 mM NaCl redujo la intensidad de la banda de
plasmalema en ambas especies comparativamente con los controles. La inhibicion se

estimé en un 40 % por el estudio densitométrico Figura 24).




Resultados

Tabla 18. Actividades ATPasa y transporte de H' dependiente de ATP, medidas en
presencia de aniones permeantes, NO5 o CI, y de 0.1 mg ml” (actividad ATPasa) 0 0.2 mg
ml’! (transporte de H') Brij 58, correspondiente al enzima H'-ATPasa de diferentes tejidos

de L. esculentum var. Pera (Le) y L. pimpinellifolium (Lp), tratadas durante 8 dias con 0 y

130 mM NaCl. Los resultados, expresados en pmol mg” proteina h™" (ATPasa) y % Q mg”’
proteina min” (transporte de H'), son media de dos experimentos independientes con las
actividades ensayadas por triplicado. Letras iguales en la misma fila representan valores
homogéneos, segun el andlisis multifactorial de Duncan, P = 95 %. Numeros entre
paréntesis indican actividad ATPasa y transporte de H' dependiente de ATP en ausencia de

detergente Brij 58. N.D. = no determinado.

Tejido Anion Le (mM, NaCl) Lp (mM, NaCl)
permeante 0 130 0 130

ATPasa + Brij

Hoja NOy 9.9°
joven Cr 6.6° (N.D)

Hoja NO;  16.6"
adulta Cr 15.1° (N.D)

Raiz NO;  40.6¢
Cr 38.9¢

Transporte de H' + Brij

Hoja NOy 1807°
joven Cr 1441°

Hoja y 2567°
adulta 1 1254°

Raiz 5 5204°
6702*
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Tabla 19. Razén entre la velocidad inicial de transporte de H' y actividad ATPasa medidas
con nitrato, en presencia y en ausencia de Brij 58, correspondiente al enzima H -ATPasa de

plasmalema de diferentes tejidos de L. esculentum var. Pera (Le) y L. pimpinellifolium (Lp),

tratadas durante 8 dias con 0y 130 mM NaCl, calculada a partir de los datos contenidos en
la Tabla R7. Letras iguales en la misma fila representan valores homogéneos, segin el

andlisis multifactorial de Duncan, P = 95 %.

Actividad Le (NaCl, mM) Lp (NaCl, mM)

0 130 0 130

Hoja joven
-Brij

+Brij

Hoja adulta
-Brij

+Brij

Raiz
-Brij

+Brij




Resultados

Latencia (%)

L. esculentum L. pimpinellifolium

Latencia (%)

L. esculentum L. pimpinellifolium

Figura 23. Efecto de 0.1 mg mI”" LPC y Brij sobre la latencia de la actividad ATPasa de
plasmalema de hojas jovenes (Hj), hojas adultas (Ha) y raices (R) de L. esculentum var. Pera

y L. pimpinellifolium, tratadas durante 8 dias con 0y 130 mM NaCl. Los datos, expresados

en %, son la media de cuatro experimentos independientes (+DE).
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Figura 24. Western blots de las proteinas solubilizadas de la fraccion microsomal (M) y
plasmalema (PM) purificado por particion de fases de raices de L. esculentum var. Peray L.

pimpinellifolium, tratadas durante 8 dias con 0y 130 mM NaCl, y andlisis densitométrico de

las distintas bandas inmunoreveladas con anticuerpos especificos contra la H -ATPasa de
plasmalema de Arabidopsis. Los resultados, expresados en unidades arbirarias (+ DE) son
la media de dos blots, con dos lecturas cada uno.La flecha indica el peso molecular

aproximado de la banda.
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A Na+ Lp 0 mM NaCl
®m Na+Lp 130 mM NaCl
@ Na+ Le 130 mM NaCl
0 K+ Lp 130 mM NaCl

Velocidad de recuperacién

s lgn—

100
Cation (mM)

Ecuanciones de regresion

Cation: Na’
y =0.169x +0.2784 Lp 0 mM NaCl

R%>=0.9279

y =0.2043x -3.993 Lp 130 mM NaCl
R*=0.8842

y =0.4712x -2.1468 Le 130 mM NaCl
R*=0.9764

Cation: K’
y =0.0218x +2.6667 Lp 130 mM NaCl
R>=0.8253

Figura 25. Velocidad inicial de recuperacion de la fluorescencia, en funcion de la
concentracion de Na* o K* en el medio de ensayo de la actividad de intercambio cation/H
en vesiculas de plasmalema aisladas de raices de L. esculentum var. Pera y L.

pimpinellifolium, tratadas durante 8 dias con 0y 130 mM. Las lineas se ajustaron con un

mayor coeficiente de regresion a una recta. Cada punto es la media de dos experimentos

independientes.
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Tabla 20. Andlisis de actividades enzimdticas marcadoras, determinadas en presencia de
0.01 mg ml” Brij 58, en las fracciones de membrana aisladas de las interfases de un
gradiente discontinuo de sacarosa, a partir de microsomas (M) de raices de L.
esculentum var. Pera, tratadas durante 8 dias con 0y 130 mM NaCl. Las actividades
especificas, expresadas en pmol mg' proteina h”, son media de dos experimentos
independientes, con las actividades ensayadas por triplicado, siendo la DE menor del 10
% de la media. Valores entre paréntesis son porcentajes de los marcadores en cada

interfase respecto a los obtenidos en microsomas.

Enzimas Tratamiento Fraccién del gradiente
(mM, NaCl)

0/22 22/30

AVa-ATPasa 57 (44) 11.2
6.4 (68) 10.8

ANO3;-ATPasa : 5.6 (40 3.0
6.0 (545) 3.1

ABaf-ATPasa 1.3 6.2 (46 2.9
6.7 (478) 2.8

AK'-PPasa ) 52 (472 22
5.0 (416) 3.0

NADH cit ¢ ) 2.3  (82) 2.6
reductasa g 3.0 (68) 3.0
UDPasa latente \ ] 3.2

3.5

Proteinas (mg)




Resultados

Funcionamiento de las bombas primarias y secundarias de tonoplasto en

respuesta al estrés salino

Para la separacion del tonoplasto se ha utilizado inicialmente un gradiente
discontinuo de sacarosa de dos bandas 22 y 30 % de sacarosa para determinar la
interfase coincidiendo con la zona de mayor distribucion de enzimas marcadores
de tonoplasto. Para ello la pureza de la preparacion de tonoplasto aislado por
gradiente de sacarosa se determiné por la medida de actividades fosfohidroliticas
en presencia de inhibidores y efectores (Sze y col 1992).

Las actividades enzimaticas, expresadas como actividad total de interfases
0/22 y 22/30 obtenidas por gradiente de sacarosa, partiendo de la fraccion
microsomal resultante de sedimentacién a 100.000 g de raices de tomate L.
esculentum (Tabla 20) y L. pimpinellifolium (Tabla 21), pudo comprobar que la
fraccion de membrana enriquecida en tonoplasto se separé mayoritariamente en la
interfase 0/22, demostrado por el incremento de 3 hasta 4 veces de las actividades
enzimaticas especificas ANO3; ATPasa, ABaf-ATPasa y AK'-PPasa, mientras que
se redujo las contaminacion por plasmalema, Golgi y reticulo. El rendimiento en
proteinas fue mayor en planta tratadas aproximadamente del 3 % frente al 2 % de

plantas controles

El grado de pureza las fracciones de membranas obtenidas por el gradiente
de sacarosa, se llevo a cabo también mediante el uso de anticuerpos policlonales
especificos correspondiente al enzima V-ATPasa de tonoplasto presentes en las
interfases 0/22 y 22/30 y en comparacion con las membranas microsomales y
plasmalema purificado por particion de fases (apartado). Previamente, las
proteinas de membranas de raices de L. esculentum y se separaron por
electroforesis en SDS, en geles de poliacrilamida. Después de transferir los geles a
membranas de nitrocelulosa, el inmunoensayo con el anticuerpo frente a la
subunidad de 58 kD de la H'-ATPasa de tonoplasto de remolacha (Fig 26), revelo
una banda de aproximadamente 58 kD significativamente mayor en las fracciones

22/30 y 0/22.
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Tabla 21. Andlisis de actividades enzimdticas marcadoras determinadas, en presencia de
0.01 mg ml" de Brij 58, en las fracciones de membranas aisladas de las interfases de un
gradiente discontinuo de sacarosa, a partir de microsomas (M) de raices de L.

pimpinellifolium, tratadas durante 8 dias con 0 y 130 mM NaCl. Las actividades

especificas, expresadas en pmol mg’ proteina h', son media de dos experimentos
independientes, con las actividades ensayadas por triplicado, siendo la DE menor del 10
% de la media. Valores entre paréntesis son porcentajes de los marcadores en cada

interfase respecto a los obtenidos en microsomas.

Enzimas Tratamiento Fraccion de gradiente
(mM, NaCl)

0/22 22/30

AVa-ATPasa 6.7 (52) 12.8
62 (71) 12.2

ANO;-ATPasa . 54 (257) 3.9
6.4 (278) 4.0

ABaf-ATPasa ) 54 (300) 4.0

AK'-PPasa k 54 ‘ 3.1
5.6 (233 3.2

NADH cit ¢ ! 3.7 (80) 4.0
reductasa ' 3.8 (76) 4.2

UDPasa latente ) 3.0 (79 34
3.5 (7hH 3.2

Proteinas (mg) 0.21
0.31
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Figura 26. Western blots de las proteinas solubilizadas de la fraccion microsomal (M), y
fracciones de membranas obtenidas de las interfases 22/30 y 0/22 de un gradiente
discontinuo de sacarosa, asi como de plasmalema (PM) obtenido por particion de fases
de raices L. esculentum var. Pera, no tratada. (a) Andlisis densitométrico de las distintas
bandas inmunoreveladas con anticuerpos especificos contra la sub B (58 kD) de la H -
ATPasa de remolacha. Los resultados, expresados en unidades arbirarias (+DE) son la
media de dos blots, con dos lecturas cada uno. (b) Resondeo de (a) con anticuerpos

especificos contra la H -ATPasa de plasmalema de Arabidopsis thaliana (100 kD).
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El resondeo de dichas bandas con anticuerpos contra la 100 kD de ATPasa
de plasmalema mostré una notable contaminacién en la fraccion 22/30 que la
fraccion 0/22. Estos resultados son indicativos de un mejor enriquecimiento en

proteinas de origen tonoplastidial en la fraccion 0/22 de sacarosa.

A partir de la informacion generada por la separacion descrita en el gradiente
discontinuo de sacarosa, se optd por utiliza directamente un colchon de sacarosa formado
por una capa de 22 %, para aislar rutinariamente el tonoplasto partiendo del homogenado
de 100.000g.

El efecto de la concentracién de Brij 58 sobre las vesiculas enriquecidas en
tonoplasto, se determind, en funciéon de la concentracion de detergente, las
actividades AKNO;5” y ABaf-ATPasa Fig 27. Dichas actividades presentaron un
méximo incremento con 0.01 mg.ml" Brij 58, por lo que se utilizo habitualmente
en el emdio de ensayo para determinar la actividad especifica total y la latencia de
las vesiculas.

La falta de especificidad del nitrato como inhibidor de V-ATPasa Sze 1985
junto con su interferencia con las sondas de pH (pope y Leigh 1988), llevo a la
problemética de la utilizacion de nitrato como marcador de tonoplasto. Sin
embargo la bafilomicina inhibe completamente la actividad ATPasa de tonoplasto
sin afectar la actividad PPasa tonoplasto (Milner y col 1995). Es altamente
selectivo y actua a bajas concentraciones, se usa sin iones acompafiantes, no
afecta la fluorescencia de quinacrina o bases de acridina.. El reconocimiento de
bafilomicina como inhibidor especifico de H'-ATPasa de tonoplasto da una buena
alternativa como marcador de membranas de tonoplasto

De toda manera la actividad V-PPasa y la actividad ATPasa sensible a
Bafilomicina es mas definida como marcadores enzimaticos de tonoplasto que la
actividad ATPasa sensible a Nitrato.

La bafilomicina es un inhibidor potente de la actividad V-ATPasa de
tonoplasto el hidrolisis de ATP se inhibe completamente con concentraciones del
orden de pmol (Fig 28). Sin embargo parece ser que el hidrolisis de ATP es
menos sensible a la inhibicién por bafilomicina que el transporte de protones

pendiente de ATP (Bowman y col 1988; Ikeda y col 1991; Okazaki y col 1992)
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Figura 27. Efecto de la concentracion de Brij 58 en el medio de reaccion sobre las
actividades AKNO; y ABaf-ATPasa de la intefase 0/22 del colchon de sacarosa,
enriquecida en tonoplasto, obtenidas a partir de microsomas de raices de plantas de

tomate L. pimpinellifolium no tratadas con NaCl.
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Figura 28. Efecto de la concentracion de Bafilomicina Al sobre la actividad ABaf-
ATPasa de la interfase 0/22 del colchén de sacarosa en tonoplasto de raices de L.

pimpinellifolium no tratadas con NaCl.




Resultados

Tabla R22. Efecto de inhibidores especificos sobre las actividades ATPasa y
transportadora de H' dependiente de ATP, correspondiente a la H -ATPasa de

durante 8 dias con 0 y 130 mM NaCl. Las actividades control ATPasa (umol mg’
proteina h”', entre paréntesis) y transportadora de H' (VOs en % Q mg" proteina min™,
entre paréntesis) se ensayaron en un medio que contenia 25 mM BTP-MES pH 7.5, 1.5
mM MgSO,, 1.5 mM ATP-BTP y 100 mM KCl en presencia de 0.01 mg ml”" Brij 58 (solo
la actividad ATPasa). Los resultados, expresados en porcentaje de actividad especifica
respecto a la del control, son representativos de uno de dos experimentos independientes

con las actividades ensayadas por triplicado. N.D. = no determinado.

Inhibidores Le (NaCl, mM) Lp (NaCl, mM)

0 130 0 130

ATPasa (+ Brij)

Control

Na3zVO,4 (250 uM)
KNO; (100 mM)
Bafilomicina (20 nM)
NaN; (2 mM)
Na,MoOy (100 uM)

Transporte de H' (- Brij)

Control

Naz;VOy (250 uM)
KNO; (100 mM)
Bafilomicina (20 nM)
NaNj; (2 mM)
Na,MoO, (100 uM)




Resultados

Tabla 23. Actividad fosfohidroldsica y transportadora de H' dependiente de ATP y PPi
de los enzimas ABaf-H -ATPasa y AK'-H'-PPasa, asi como la razon entre la velocidad

inicial de transporte de H" y actividad fosfohidroldsica basal, de vesiculas enriquecidas

tratadas durante 8 dias con 0y 130 mM NaCl. Las actividades especificas totales (en
presencia de Brij 58) y basales (en ausencia de detergente) se expresaron en umol mg”’
proteina k™' y la actividad transportadora de H' (VQs) en % Q mg” proteina min”.
Letras iguales en cada fila representan grupos homogéneos segtin el andlisis de la

varianza de Duncan, P = 95 %, n= 3.

Enzimas Le (NaCl, mM) Lp (NaCl, mM)

0 130 0 130

H"ATPasa (ABaf)

A. Basal
A.Total
VQs
H/ATP

Latencia (%)

H'-PPasa (AK')

A. Basal
A. Total
VQs
H/ATP

Latencia (%)
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La inmunodeteccion con anticuerpos policlonales frente a la subunidad de
58kD de la H-ATPasa de remolacha ((a) fig. 29), puso de manifiesto una unica
banda de aproximadamente 58 kD en todas las fracciones estudiadas, cuya
intensidad incrementaba en la fraccion 0/22 enriquecida en tonoplasto. El
tratamiento salino incremento fuertemente la cantidad de la proteina antigenica en
la fraccion 0/22 de raices de L. pimpinellifolium. El incremento de la intensidad de
la banda se estimé por el andlisis densitometrico en un 36 % frente al control. Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en la cantidad de esta
proteina por efecto de la concentracion salina en raices de L. esculentum.

El resondeo de la membrana de nitrocelulosa con anticuerpos generados
contra la H'-ATPasa de plasmalema de Arabidopsis thaliana ((b) Fig. 29) no
mostré ninguna banda de 100 kD, ello es indicativo que la fracciéon 0/22 del

gradiente de sacarosa contenia fundamentalmente vesiculas de tonoplasto.

El inmunoensayo con anticuerpos policlonales frente a la subunidad de 72
kD (sub A) de la H'-ATPasa de remolacha, mostré una banda de 72 kD ((a) Fig.
30). El analisis densitométrico del inmunoblot revel6 un fuerte enriquecimiento de
esta H'-ATPasa en la fraccion 0/22 del gradiente, indicativo de que aquella
contenia fundamentalmente membranas de tonoplasto. El tratamiento salino
incremento la cantidad de la proteina antigénica de la fraccion 0/22, siendo dicho
incremento 2 veces mayor en las raices de L. pimpinellifolium.

El resondeo de la membrana de nitrocelulosa con anticuerpos generados
contra la H'-ATPasa de plasmalema de Arabidopsis thaliana ((b) Fig. 30) no
detect6é ninguna banda clara de 100 kD, ello indica la ausencia de contaminacion
por membranas de plasmalema en la fraccion 0/22 de raices controles y tratadas

de las dos especies estudiadas.
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Figura 29. Western blots de las proteinas solubilizadas de la fraccién microsomal (M) e
interfase (/22 del colchén de sacarosa, enriquecida en tonoplasto de raices de L.

esculentum var. Pera y L. pimpinellifolium tratadas durante 8 dias con 0y 130 mM NaCl.

(a) Andlisis densitométrico de las distintas bandas inmunoreveladas con anticuerpos
especificos contra la sub A (72 kD) de la V-H -ATPasa de remolacha. Los resultados,
expresados en unidades arbirarias (+ DE) son la media de dos blots, con dos lecturas
cada uno. (b) Resondeo de (a) con anticuerpos especificos contra la H' -ATPasa de

plasmalema de Arabidopsis thaliana (100 kD).
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Figura 30. Western blots de las proteinas solubilizadas de la fraccion microsomal (M) e
interfase 0/22 del colchén de sacarosa, enriquecida en tonoplasto de raices de L.

esculentum var. Pera y L. pimpinellifolium, tratadas durante 8 dias con 0y 130 mM

NaCl. (a) Andlisis densitométrico de las distintas bandas, inmunoreveladas con
anticuerpos especificos contra la sub B (58 kD) de la V-H -ATPasa de remolacha. Los
resultados expresados en unidades arbitrarias (+ DE), son la media de dos blots, con dos
lecturas cada uno. (b) Resondeo de (a) con anticuerpos contra la H -ATPasa de

Arabidopsis thaliana (100 kD).
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Figura 31. Western blots de las proteinas solubilizadas de la fraccion microsomal (M) e
interfase 0/22 del colchon de sacarosa, enriquecida en tonoplasto de raices de tomate L.

esculentum var. Pera y L. pimpinellifolium tratadas durante 8 dias con 0y 130 mM NaCl.

Inmumodeteccion con anticuerpos generados contra La H'-PPasa de tonoplasto de
Vigna radiata y andlisis densitométrico de las distintas bandas. Los resultados
expresados en unidades arbitrarias (+ DE), son la media de dos blots, con dos lecturas

cada uno.
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Tabla 24. Efecto de inhibidores especificos sobre las actividades ATPasa y
transportadora de H' dependiente de ATP, correspondiente a la H'-ATPasa de

tonoplasto de tallos de L. esculentum var. Pera (Le) y L.pimpinellifolium (Lp), tratadas

durante 8 dias con 0 y 130 mM NaCl. Las actividades control ATPasa (umol mg”’
proteina k', entre paréntesis) y transportadora de H' (VQs en % Q mg” proteina min’,
entre paréntesis) se ensayaron en un medio que contenia 25 mM BTP-MES pH 7.5, 1.5
mM MgSO,, 1.5 mM ATP-BTP y 100 mM KClI en presencia de 0.01 mg ml”" Brij 58 (solo
la actividad ATPasa). Los resultados, expresados en porcentaje de actividad especifica
respecto a la del control, son representativos de uno de dos experimentos independientes

con las actividades ensayadas por triplicado. N.D. = no determinado.

Inhibidores Le (NaCl, mM) Lp (NaCl, mM)

130 130

ATPasa (+ Brij)
Control

Naz;VO, (250 uM)
KNO; (100 mM)
Bafilomicina (20 nM)
NaN; (2 mM)
Na;MoOy (100 uM)

Transporte de H' (- Brij)

Control

NazVO,4 (250 uM)
KNO; (100 mM)
Bafilomicina (20 nM)
NaNj; (2 mM)
Na;MoOy (100 uM)
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NH,Cl a
Gramicidina T
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Gramicidina

Figura 32. Actividad transportadora de H' dependiente de ATP (4) o PPi (B), medida
como extincion de la fluorescencia del ACMA, en vesiculas enriquecidas en tonoplasto

obtenidas de tallo de tomate L. pimpinellifolium no tratadas. (A), Las reacciones se

iniciaron por adicién de 1.5 mM MgSO, al medio normal de reaccién (apartado
IV.C.3.7.2), que contenia 100 mM KCI (a), 100 uM molibdato (b), 250 uM vanadato (c),
2 mM azida (d), 20 nM bafilomicina (e).(B), Las reacciones se iniciaron por adicion de
0.6 mM PPi-BTP al medio de reaccion (apartado 1V.C.3.7.3), que contenia 100 mM
KNO; (a) en presencia de 100 uM de molibdato (b), 2 mM azida (c), 250 uM vanadato
(d), 10 mM IMDP (e) y en ausencia de KNOs (f). La fluorescencia se restaurd por
adicion de 10 mM NH,.CI o 2 uM de gramicidina D una vez que la fluorescencia

alcanzaba el estado estacionario.




Resultados

Tabla 25. Actividad fosfohidroldsica y transportadora de H' dependiente de ATP y PPi
de los enzimas ABaf-H -ATPasa y AK'-H'-PPasa, asi como la razon entre la velocidad
inicial de transporte de H' y actividad fosfohidroldsica basal, en vesiculas enriquecidas

en tonoplasto de tallos de L. esculentum var. Pera (Le) y L. pimpinellifolium (Lp),

tratadas durante 8 dias con 0y 130 mM NaCl. Las actividades especificas totales (en

presencia de Brij 58) y basales (en ausencia de detergente) se expresaron en pmol mg’’

proteina b’ y la actividad transportadora de H (VQs) en % Q mg’ proteina min™.
Letras iguales en cada fila representan grupos homogéneos segun el andlisis de la

varianza de Duncan, P = 95 %, n= 3.

Enzimas Le (NaCl, mM) Lp (NaCl, mM)

0 130 0 130

H"ATPasa (ABaf)

A. Basal 2.7a
A.Total 6.80 b
VQs 3423 ab
H/ATP 1267 a

Latencia (%) 63 a

H'-PPasa (AK)

A. Basal
A. Total
VQs
H/ATP

Latencia (%)




Resultados

130 mM NacCl 0 mM NaCl
Ha T R AE-H T R

Figura 33. (a) Fragmento de 0.55 kb obtenido por RT-PCR con cebadores especificos
para la region codificante de la V-PPasa, a partir de ARN total aislado de diferentes
tejidos de hoja adulta (Ha), tallo (T) y raiz (R) de L. pimpinellifolium, tratados durante 8
dias con 130 mM NaCl. AE-H=ADN del fago A digerido con EcoRI-Hind III, como

marcador de peso molecular (en pb).(b) Liberacién del inserto clonado en PGEM-T de

462 pb por digestion con Apal-Pstl.




Resultados

10 30 50

GCCCTCTTTGGGGCGTTTGTCAGCCGGGCAGCAATTTCCACTGTAGATGTCTTGACTCCT

A L F G A I V 5 R A A I 8 T vV D ¥ L T P
70 90 110

ARAGTCTTTATTGGTCTGCTAGTCGGTGCAATGCTTCCTTATTGGTTCTCCGCCATGACA

F . A ML P Y W F S A M T

130 150 170

ATGAAGAGTGTTGGAAGTGCTGCTCTTAAGATGGT TGAGGAAGTGCGTAGGCAATTCAAC
M K §s v s AA L KMV EEV R IR Q F N

190 210 230

ACCATCCCTGGTCTCATGGAAGGAACTGCCAAGCCTGACTATGCCACCTGTGTCAAGATC
T I P GLMETGTA AT KT PUDTYA ATTCV K I

L . L

250 270 290

TCCACAGATGCATCGATCAAGGAGATGATTCCACCTGGTGCCCTCGTCATGCTCACTCCA

D A S I k & M T P B y A In V M Lkt T P

310 330 350

TTGATTGTTGGTATCTTGTTTGGCGTCGAAACACTTTCTGGTGTTCTTGCAGGATCTCTC

L 1 V G I L F G V E T L S 5 V L A G S L

370 390 410

GTCTCTGGTGTACAGATTGCCATTTCTGCATCCAACACTGGCGGCGCCTGGGACAACGCA
vV 8§ 6 Vv Q T A I S A S NT G G AW DN A

430 450

CTGCGGGGGGGATTTCGGAGATGGCGGCGCCTGGGACAATGC
L R G G F R R WU R RUL G Q C

Figura 33. Secuencia de nucledtidos del fragmento de 462 pb clonado en pGEM-T,

Y su secuencia deducida de aminodcidos. En azul, se muestra la secuencia de

aminodcidos(140) que corresponde realmente a la V-PPasa de L. pimpinellifolium

(420 pb), de acuerdo con el alineamiento multiple de la Figura 35.
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pp042
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Nicotiana tabacum (Nt), Vitis vinifera

(Os). Los residu
La secuencia aminodcl

FSFAAMYGVAVAALGMLSTIATGLAIDAYGPISDNA”'"

FSFAAMYGIAVAALGMLSTIATGLAIDAYGPISDNA

FSIAAMYGIAMAALGMLSTMATGLAIDAYGPISDNz%
FSFAAMYGVAVAALGMLSTIATGLAIDAYGPISDN!'

FTFAAMYGIAVAALGMLSTIATGLAIDAYGPISDN!

FTFAAMYGIAVAALGMLSTIATGLAIDAYGPISDNAxv

Resultados

MAGMSHRIRERTDALDAAG
IAGMSHRIRERTDALDAAG
KIRQRTDALDAAG
MAGMSHRIRERTDALDAAG
'MAGMSHRIRERTDALDAAG
AGMSHRIRERTDALDAAG
MAGMSHRIRERTDALDAAG

XIII

ALFGAFVSRAAISTVDVLTPKVFIGLLVGAMLPYWFSAMT
NTTAAIGKGFAIGSAALVSLALFGAFVSRAAISTVDVLTPKVFIGLIVGAMLPYWFSAMT
NTTAAIGKcFAIGSAALVSLALFGAFVSRAAISTVDVLTPKVFIGLLVGAMLPYWFSAMT
NTTAAIGKGFAXGSAALVSLALFGAFVSRAGIETVDVLTPKVFIGLIVGAMLPYWFSAMT
NTTAAIGKGFAIGSAALVSLALFGAFVSRAGVKVVDVLSPKVFIGLIVGAMLPYWFSAMT
NTTAAIGKGFA]GSAALVSLALFGAFVSRAGIHTVDVLTPKVIIGLLVGAMLPYWFSAMT
NTTAAIGKGFAIGSAALVSLALFGAFVSRAGVTAVDVLTPKVFIGLIVGAMLPYWFSAMT

NTTAAIGKGFATGSAALVSLALFGAFVSRASITTVDVLT

PKVFIGLIVGAMLPYWFSAMT

NTTAAIGKGFAIGSAALVSLALFGAFVSRAAITTVDVLTPKVFIGLIVGAMLPYWFSAMT
NTTAAIGKGFAIGSAALVSLALFGAFVSRAAISTVDVLTPKVFIGLIVGAMLPYWFSAMT

* % Jk Kk Kk Kk Kk ok ok -

B

-***-***n*************

XIV

MKSVGSAALKMVEEVRRQFNTIPGLMEGTAKPDYATCVKISTDASIKEMIPPGAlNMLTP
MKSVGSAALKMVEEVRRQFNTIPGLMEGTAKPDYATCVKISTDASIKEMIPPGALVMLTP
MKSVGSAALKMVEEVRRQFNTIPGLMEGTAKPDYATCVKISTDASIKEMIAPGALVMLTP
MKSVGSAALKMVEEVRRQFNTIPGLMEGRAKPDYATCVKISTDASLREMIPPGALVMLTP
MKSVGSAALKMVEEVRRQFNTIPGLMEGTAKPDYATCVKISTDASIKEMIPPGALVMLTP
MKSVGSAALKMVEEVRRQFNTIPGLMEGTAKPDYATCVKISTDASIKEMIPPGCLVMLTP
MKSVGSAALKMVEEVRRQFNTIPGLMEGTAKPDYATCVKISTDASIKEMIPPGALVMLTP
MKSVGSAALKMVEEVRRQFNTIPGLMEGTAKPDYATCVKISTDASIKEMIPPGALVMLTP
MKSVGSAALKMVEEVRRQFNTIPGLMEGTAKPDYATCVKISTDASIKEMIPPGALVMLTP
MKSVGSAALKMVEEVRRQFNSIPGLMEGTTKPDYATCVKISTDASIKEMIPPGALVMLSP

********************-*******

LIVGILFGVETLSGVLAGSLVSGVQIAISASNT”
LIVGIF FGVETLSGVLAGSLVSGVQ TAISASNTE
LIVGILFGVETLSGVLAGSLVSGVQIAISASNTW
LIAGTLFGVETLAGVLAGS LVSGVQVAISASNTG
LIVGTLFGVETLSGVLAGALVSGVQZAISASNT
LIVGFFFGVETLSGVLAGSLVSGVQIAISASNT
LIVGILFGVETLSGVLAGSLVC’ I
VVGILFGVETLSGVLAGSL QIAISASNTG
FIVGIFFGVETLSGVLAGSLVQGVQVAISASNT}
LIVGIFFGVETLEGLLAGALVSGVQIAISASNT*~

. * -******-*-***-******-********

r

dica de los cebadores utilizados, cl y c2, se mues

dominios transmembranarios se muestran en azul, por similitud de las secuencias con la descrita
enla Fig. 11.

-***************--*** kkhk Kkkk oKX

[AKKYIEAGASEHARSLGPKGS
[AKKYIEAGVSEHARTLGPKGS

xKKYIEAGNSEHARSLGPKGS
\KKYIEAGVSEHAKSLGPKGS

KKYIEAGASKHARTLGPKGS
WKKYIEAGASEHARSLGPKGS
kKKYIEAGASEHAKTLGPKGS

[AKKYIEAGASEHARTLGPKGS

5. Comparacién mediante alineamiento miiltiple con C lustalW de la secuencia
aminoacidica deducida del fragmento de ADNc de 420 pb de L. pimpinellifolium
con algunas secuencias conocidas en las bases de datos para la V-PPasa de Beta vulgaris
(Vv),_Hordeum vulgare (Hv), Arabidopsis_thaliana (At),
Cucurbita moschata (Cm), Phaseolus aureus (Pa), Gossypium hirsutum (Gh), y Oryza sativa
os identicos se indican con asteriscosy los residuos similares se indican con
tran en rojo. Los posibles

(Lp) (Lp pp042)



Resultados

Lp ppO042
EST283648

EST313712
EST258264

Lp pp042
EST283648

EST313712
EST258264

Lp pp042
EST283648
EST313712
EST258264

Lp pp0O42
EST283648
EST313712
EST258264

Lp pp042
EST283648
EST313712
EST258264

Lp pp042
EST283648
EST31371.2
EST258264

Lp pp042
EST283648
EST313712
EST258264

Lp pp042
EST283648

EST3I13712
EST258264

Figura 36. Alineamiento con ClustalW de la secuencia de nucledtidos de Lp pp042 correspondiente

a la V-PPasa de L. pimpinellifolium con algunas secuencias EST obtenidas de L. esculentum,

GCCCTCTTTGGGGCGTTTGTCAGCCGGGCAGCA
ATTGGTTCTGCTGCACTTGTGTCTCTTGCCCTCTTTGGGGCGTTTGTCAGCCGGGCAGCA
ATTGGTTCTGCTGCACTTGTGTCTCTTGCCCTCTTTGGGGCGTTTGTCAGCCGGGCAGCA
ATTGGTTCTGCTGCACTTGTGTCTCTTGCCCTCTTTGGGGCGTTTGTCAGCCGGGCAGCA

H* 4 % K F Kk ke k kK ok ok ko k ok ok ok ok ke k ko ko ok ok ok ok ok ok ok

ATTTCCACTGTAGATGTCTTGACTCCTAAAGTCTTTATTGGTCTGCTAGTCGGTGCAATG
ATTTCCACTGTAGATGTCTTGACTCCTARAGTCTTTATTGGTCTGCTAGTCGGTGCAATG
ATTTCCACTGTAGATGTCTTGACTCCTARAGTCTTTATTGGTCTGCTAGTCGGTGCAATG
ATTTCCACTGTAGATGTCTTGACTCCTARAGTCTTTATTGGTCTGCTAGTCGGTGCAATG

********************‘k***************************************

CTTCCTTATTGGTTCTCCGCCATGACAATGAAGAGTGTTGGAAGTGCTGCTCTTAAGATG
CTTCCTTATTGGTTCTCCGCCATGACAATGAAGAGTGTTGGAAGTGCTGCTCTTAARGATG
CTTCCTTATTGGTTCTCCGCCATGACAATGAAGAGTGTTGGAAGTGCTGCTCTTAAGATG
CTTCCTTATTGGTTCTCCGCCATGACAATGAAGAGT GTTGGAAGTGCTGCTCTTAAGATG

‘k*******************‘k***************************************

GTTGAGGAAGTGCGTAGGCAATTCAACACCATCCCTGGTCTCATGGAAGGAACTGCCAAG
GTTGAGGAAGTGCGTAGGCAATTCAACACCATCCCTGGTCTCATGGAARGGAACTGCCAAG
GTTGAGGAAGTGCGTAGGCAATTCAACACCATCCCTGGTCTCATGGAAGGAACTGCCAAG
GTTGAGGAAGTGCGTAGGCAATTCAACACCATCCCTGGTCTCATGGAAGGAACTGCCAAG

************************************************************

CCTGACTATGCCACCTGTGTCAAGATCTCCACAGATGCATCGATCAAGGAGATGATTCCA
CCTGACTATGCCACCTGTGTCAAGATCTCCACAGATGCATCGATCAAGGAGATGATTCCA
CCTGACTATGCCACCTGTGTCAAGATCTCCACAGATGCATCGATCAAGGAGATGATTCCA
CCTGACTATGCCACCTGTGTCAAGATCTCCACAGATGCATCGATCAAGGAGATGATTCCA

************************************************************

CCTGGTGCCCTCGTCATGCTCACTCCATTGATTGTTGGTATCTTGTTTGGCGTCGARACA
CCTGGTGCCCTCGTCATGCTCACTCCATTGATTGTTGGTATCTTGTTTGGCGTCGAAACA
CCTGGTGCCCTCGTCATGCTCACTCCATTGATTGTTGGTATCTTGTTTGGCGTCGAAACA
CCTGGTGCCCTCGTCATGCTCACTCCATTGATTGTTGGTATCTTGTTTGGCGTCGARACA

************************************************************

CTTTCTGGTGTTCTTGCAGGATCTCTCGTCTCTGGTGTACAGATTGCCATTTCTGCATCC
CTTTCTGGTGTTCTTGCAGGATCTCTCGTCTCTGGTGTACAGATTGCCATTTCTGCATCC

CTTTCTGGTGTTCTTGCAGGATCTCTCGTCTCTGGTGTACAGATTGCCATTTCTGCATCC

AACACTGGCGGCGCCTGGGACAACGCA-— === == === == ———m———————————————— 420

AACACTGGTGGTGCCTGGGACAACGCTAAGAAGTACATCGAGGCTGGAGCCTCAGAACAT

AACACTGGTGGTGCCTGGGACAACGCTAAGAAGTACATCGAGGCTGGAGCCTCAGAACAT

mostrando un 99.8 % de identidad en la secuencia solapante.




Resultados

Figura 37. (@) Obtencion por PCR de un fragmento de 777 pb correspondiente a

la zona codificante de la subunidad A de la V-ATPasa apartir de un ADNc de una
genoteca de pelos radiculares de L. esculentum construido en AZAPII, utilizando
los cebadores especificos, tom 24-54 (todos los carriles).(b) Carril 1, obtencion
del inserto clonado en pSTBI con cebadores especificos tom 24-54. Carril 2,
obtencion del inserto con cebadores universales, pl y p2. Carril 3, liberacion del
inserto por digestion con Eco RI. AE-H = ADN del fago A digerido con EcoRI-

HindIIl, como marcdor de peso molecular (en pb).




Resultados

10 30 50
GTGCTTATGéATTTCCCTCAATTGACAATéACATTGCCTéATGGGCGTGAAGAGTCTGT&
70 v 90 110
ATGAAACGTACTACACTAG%CGCTAATAC%TCAAACATG&CTGTGGCTG&TCGTGAGGC&
130 150 170
TCAATCTATACAGGTATTAéTATAGCAGAATACTTCAGAéACATGGGATACAATGTCAG%
190 210 230
ATGATGGCAéATTCGACCTéTCGCTGGGCéGAAGCTTTAéGTGAAATCTéAGGTCGATTé
250 270 290
GCAGAAATG&CTGCAGACAéTGGATATCC%GCTTATTTGéCAGCACGTT%GGCATCTTT&
310 330 350
TATGAGCGTéCTGGTAAAGiTAAGTGTCTfGGTGGACCAéAGAGAACTGéTAGTGTGACA
370 390 410
ATTGTTGGTéCCGTTTCTCéTCCAGGAGGAGATTTTTCAéATCCTGTAAéATCTGCAACé
430 450 470
CTTGGTATTéTTCAGGTCchTGGGGTCTéGATAAGAAA%TGGCTCAGAéGAAACACTT%
490 510 530
CCCTCTGTAAATTGGCTTA%TTCCTATTCAAAATACTCA&GGGCACTCGAGTCCTTTTA%
550 570 590
GAGAAGTTTéATCCTGATTfTATTAACATAAGGACAAAA&CCCGTGAGG%GCTGCAGAGé
610 630 650
GAGGATGAC&TAAATGAAA%TGTTCAACTfGTCGGAAAGéATGCTCTGGéTGAAACAGA%
670 690 710
AAGATTACCéTGGAAACTGéAAAACTTTTAAGGGAGGAC%ACCTTGCACAAAATGCTTT%

730 750 770

ACGCCATATGATAAGTTCTGCCCTTTCTACAAATCTGTTTGGATGATGCGCAACATA

Figura 38. Secuencia de nucledtidos del fragmento de 777 pb clonado en pSTBI,
correspondiente a la subunidad A de la V-ATPasa de L. esculentum y su secuencia

deducida de aminodcidos (259).




Resultados

VATA TOM
gi|1352830|zm
gi|3834305|At
913169287 |Gh
gi|2506211|Pa
gi|2493123|Hv
gi|2493122|Bn
gi|2493121|Bv
gi|849136|Vr
gi|167560|Dc

VATA TOM
gi|1352830|2Zm
gi|3834305|At
gi|3169287|Gh
gi|2506211|Pa
gi|2493123|Hv
gi|2493122|Bn
gi|2493121|Bv
gi|849136|Vr
gi|167560|Dc

VATA TOM
gi]|1352830|Zm
gi|3834305|At
gi|3169287|Gh
gi|2506211|Pa
gi|2493123|Hv
gi|2493122|Bn
gi|2493121|Bv
gi|849136|Vr
gi|167560|Dc

VATA TOM
911352830 zm
gi|3834305|At
gi|3169287|Gh
gi|2506211|Pa
gi|2493123|Hv
gi|2493122|Bn
gi|2493121|Bv
gi|849136|Vr

gi|167560|Dc

(continua pdgina siguiente)

QLTMTL
PSVLGGTCAIPGAFGCGKTVISQALSKYSNSEAVVYVGCGERGNEMAE QLTMTL
PSVLGGTCAIPGAFGCGKTVISQALSKYSNSDAVVYVGCGERGNEMAE QLTMTL
PSVLGGTCAIPGAFGCGKTVISQALSKYSNSDAVVYVGCGERGNEMAE QLTMTL
PSVLGGTCAIPGAFGCGKTVISQALSKYSNSDAVVYVGCGERGNEMAE QLTMTL
PSVLGGTCAIPGAFGCGKTVISQALSKYSNSDTVVYVGCGERGNEMAE QLTMTL
PSVLGGTCAIPGAFGCGKTVISQALSKYSNSDAVVYVGCGERGNEMAE QLTMTL
PSVLGGTCAILGAFGCGKTVISQALSKYSNSDAVVYVGCGERGNEMAE QLTMTL
PSVLGGTCAIPGAFGCGKTVISQALSKYSNSDAVVYVGCGERGNEMAE QLTMTL
PSVLGGTCAIPGAFGCGKTVISQALSKYSNSDTVVYVGCGERGNEMAE QLTMTL

% % Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok

PDGREESVMKRTTLVANTSNMPVAAREASIYTGITIAEYFRDMGYNVSMMADSTSRWAEA
PDGREESVMKRTTLVANTSNMPVAAREASIYTGITIAEYFRDMGYNVSMMADSTSRWAEA
PDGREESVMKRTTLVANTSNMPVAAREASIYTGITIAEYFRDMGYNVSMMADSTSRWAEA
PDGREESVMKRTTLVANTSNMPVAAREASIYTGITIAEYFRDMGYNVSMMADSTSRWAEA
PDGREESVMKRTTLVANTSNMPVAAREASIYTGITLAEYFRDMGYNVSMMADSTSRWAEA
PDGREESVMKRTTLVANTSNMPVAAREASIYTGITIAEYFRDMGYNVSMMADSTSRWAEA
PDGREESVMKRTTLVANTSNMPVAAREASIYTGITIAEYFRDMGYNVSMMADSTSRWAEA
PDGREESVMKRTTLVANTSNMPVAAREASIYTGITIAEYFRDMGYNVSMMADSGSRWAEA
PDGREESVMKRTTLVANTSNMPVAAREASIYTGITLAEYFRDMGYNVSMMADSTSRWAEA
PDGREESVMKRTTLVANTSNMPVAAREASIYTGITIAEYFRDMGYNVSMMADSTSRWAEA

Ihkhkhkhkhhhhdhhdhhhhdhkdhhhkhhhdhdhhhdddrhohhhhhhdhhhkdkhhdhkdd Fhhkhdkx

LREISGRLAEMPADSGYPAYLAARLASFYERAGKVKCLGGPERTGSVTIVGAVSPPGGDF
LREISGRLAEMPADSGYPAYLAARLASFYERAGKVKCLGSPDRNGSVTIVGAVSPPGGDF
LREISGRLAEMPADSGYPAYLAARLASFYERAGKVKCLGGPERNGSVTIVGAVSPPGGDF
LREISGRLAEMPADSGYPAYLAARLASFYERAGKVKCLGGPERTGSVTIVGAVSPPGGDF
LREISGRLAEMPADSGYPAYLAARLASFYERPGKVKCLGGPERTGSVTIVGAVSPPGGDF
LREISGRLAEMPADSGYPAYLASRLASFYERAGKVQCLGSPDRTGSVTIVGAVSPPGGDF
LREISGRLAEMPADSGYPAYLAARLASFYERAGKVKCLGGPERNGSVTIVGAVSPPGGDF
LREISGRLAEMPADSGYPAYLAARLASFYEAAGKVKCLGGPERNGSVTIVGAVSPPGGDF
LREISGRLAEMPADSGYPAYLAARLASFYERPGKVKCLGGPERTGSVTIVGAVSPPGGDF
LREISGRLAEMPADSGYPAYLAARLASFYERAGKVKCLGGPERNGSVTIVGAVSPPGGDF

khkkhkhkhkhkhkhhhkhhkhhkhkhhhhhk o« kkkkkhk khkkokkk *eoek hhkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhhkhk

SDPVTSATLGIVQVFWGLDKKLAQRKHFPSVNWLISYSKYSGALESFYEKFDPDFINIRT
SDPVTSATLSIVQVFWGLDKKLAQRKHFPSVNWLISYSKYSKALESFYEKFDPDFIDIRT
SDPVTSATLSIVQVFWGLDKKLAQRKHFPSVNWLISYSKYSTALESFYEKFDPDFINIRT
SDPVTSATLSIVQVFWGLDKKLAQRKHFPSVNWLISYSKYSGALESFYEKFDPDFISIRT
SDPVTSATLSIVQVFWGLDKKLAQRKHFPSVNWLISYSKYSTALESFYEQFDPDFINIRT
SDPVTSATLSIVQVFWGLDKKLAQRKHFPSVNWLISYSKYSTALEGYYEKFDPGFIDMRT
SDPVTSATLSIVQVFWGLDKKLAQRKHFPSVNWLISYSKYSTALESFYEKFDSDFIDIRT
SDPVTSATLSIVQVFWGLDKKLAQRKHFPSVNWLISYSKYSGALESFYEKFDSEFIDIRT
SDPVTSATLSIVQVFWGLDKKLAQRKHFPSVNWLISYSKYSTALESFYEQFDPDFINIRT
SDPVTSATLSIVQVFWGLDKKLAQRKHFPSVNWLISYSKYSTALESFYEKFDSDFIDIRT

khkhkhkhkhkhkkhk hhkhkhkhkhkhkhhhkhkhdhkhkhhhkhhhkhkhkhkhkhhkhhhkdx hkk :**:**‘ **.:*‘k

420
420
371
420
420
420
420

192
418
480
480
480
437
480
480
480
480




Resultados

(continua de pagina anterior)

VATA TOM
gi|1352830(2Zm
gi|3834305|At
gi|3169287|Gh
gi|2506211|Pa
gi|2493123|Hv
gi|2493122|Bn
gi|2493121|Bv
gi|849136|Vr
gi|167560|Dc

KAREVLQREDDLNEIVQLVGKDALAETDKITLETAKLLREDYLAQNAFTPYDKFCPFYKS
KAREVLQREDDLNEIVQLVGKDALAESDKITLETAKLLREDYLAQNAFTPYDKFCPFYKS
KAREVLQREDDLNEIVQLVGKDALAEGDKITLETAKLLREDYLAQNAFTPYDKFCPFYKS
KAREVLQREDDLNEIVQLVGKDALAETDKITLETAKLLREDYLAQNAFTPYDKFCPFYKS
KAREVLQREDDLNEIVQLVGKDALAEGDKITLETAKLLREDYLAQNAFTPYDKFCPFYKS
KAREVLQREDDLNEIVQLVGKDALGESDKITLETAKLLREDYLAQNAFTPYDKYCPFYKS
KAREVLQREDDLNEIVQLVGKDALAEGDKITLETAKLLREDYLAQNAFTPYDKFCPFYKS
KAREVLQREDDLNEIVQLVGKDALAETDKITLDTAKLLREDYLAQNAFTAYDKFCPFYKS
KAREVLQREDDLNEIVQLVGKDALAEGDKITLETAKLLREDYLAQNAFTPYDKFCPFYKS
KAREVLQREDDLNEIVQLVGKDALAETDKITLETAKLLREDYLAQNAFTPYDKFCPFYKS

Fhkhhkhdhhkhhkhhhdhhhhhhhhhhh * *hhhkokhhhhkhhhhhhhdrhdx dhkokhhhkk

VATA TOM
gi|1352830|zZm
gi|3834305|At
gi|3169287|Gh
gi|2506211|Pa
gi|2493123|Hv
gi|2493122|Bn
gi|2493121|Bv
gi|849136|Vr
gi|167560|Dc

IHFNTLANQAVERAAGTDGHKITYSVIKHRLGDLFYRLVSQKFEDPAEGEEAL
IHFYNLANQAVERAAGMDGQKITYTLIKHRLGDLFYRLVSQKFEDPAEGEDTL
VHFNALANQAVEKAAGMDGQKITYSLIKHRLGDLFYRLVSQKFEDPAEGEEAL
IHFYNLANQAVERGAGSDGQKITYSLIKHRVGDLFYRLVSQKFEDPAEGEAAL
IHFNQLANQAVERAANADGHKITYAVVKSRMGDLFYRLVSQKFEDPAEGEDVL
IHFYNLANQAVERGAGMDGQKISYSLIKHRLGDLFYRLVSQKFEDPAEGEDVL
IHFYNLANQAVERGAGSDGQKITYSLIKLRLGDLFYRLVSQKFEDPAEGEDAL
IHFYNLANQAVERGAGSDGQKITYSLIKHRVGDLFYRLVSQKFEDPAEGEAAL
IHFYNLANQAVERGAGMDGQKISYTLIKHRLGDLFYRLVSQKFEDPAEGEDVL

g g << S

Figura 39. Comparacion mediante alineamiento miultiple con ClustalW de la
secuencia aminoacidica deducida del fragmento de ADNc de 777pb de
L.esculentum (VATA TOM) con algunas secuencias conocidas en las bases de

datos para la sub A de la V-ATPasa de Zea mays (Zm), Arabidopsis thaliana (A1),

Gossypium__hirsutum (Gh), Phaseolus aureus (Pa), Hordeum vulgare (Hv),

Brassica napus (Bn), Beta vulgaris (Bv), Vigna radiata (Vr), Daucus carota (Dc).
Los residuos identicos se indican con asteriscos y los residuos similares se

“

indican con “:”. La secuencia aminoacidica de los cebadores utilizados,tom24 y

tom 54 se muestran en rojo.




T

Resultados
VATA TOM = = = e e e GT 2
EST325418 TAATTCGGATACTGTCGTGTATGTTGGTTGTGGGGAACGAGGGAATGAAATGGCAGAGGT 180
* K
VATA TOM GCTTATGGATTTCCCTCAATTGACAATGACATTGCCTGATGGGCGTGAAGAGTCTGTCAT 62
EST325418 ACTTATGGATTTCCCTCAATTGACAATGACATTGCCTGATGGGCGTGAAGAGTCTGTCAT 240
KhAIEX I KT hhkhkhhkhhAhxxddhkhkhdhhkhrhkxdxddhddrhhkhkxhkxxxxddrhkdrhhkhkhkhxxhxx
VATA TOM GAAACGTACTACACTAGTCGCTAATACTTCAAACATGCCTGTGGCTGCTCGTGAGGCCTC 122
EST325418 GAAACGTACTACACTAGTCGCTAATACTTCAAACATGCCTGTGGCTGCTCGTGAGGCCTC 300
R e P P R R R R R R R R R R R R E PR R R SRR R R RS SRS SRR R R R RS
VATA TOM AATCTATACAGGTATTACTATAGCAGAATACTTCAGAGACATGGGATACAATGTCAGTAT 182
EST325418 AATCTATACAGGTATTACTATAGCAGAATACTTCAGAGACATGGGATACAATGTCAGTAT 360
R S S S e R R R R E RS P SRR LRSS S E SRR R R SRS
VATA TOM GATGGCAGATTCGACCTCTCGCTGGGCCGAAGCTTTACGTGAAATCTCAGGTCGATTGGC 242
EST325418 GATGGCAGATTCGACCTCTCGCTGGGCCGAAGCTTTACGTGAAATCTCAGGTCGATTGGC 420
A A XTI A I Ak kAT kA Ak k Ak h kA kA hhkhkhkhkhkkhkkkhhkdkhkhkdxkdkhkhkdhkhkhkhkhkhkhkdhkxk%x
VATA TOM AGAAATGCCTGCAGACAGTGGATATCCTGCTTATTTGGCAGCACGTTTGGCATCTTTCTA 302
EST325418 AGAAATGCCTGCAGACAGTGGATATCCTGCTTATTTGGCAGCACGTTTGGCATCTTTCTA 480
R E S R S R R R R R P P PR RS S S e EEERE R R R LRSS E
VATA TOM TGAGCGTGCTGGTAAAGTTAAGTGTCTTGGTGGACCAGAGAGAACTGGTAGTGTGACAAT 362
EST325418 TGAGCGTGCTGGTARAGTTAAGTGTCTTGGTGGACCAGAGAGAACTGGTAGTGTGACAAT 540
bR R R s R R R R R R R R TR R R LR LSS LS EEEEE LSS SRS
VATA TOM TGTTGGTGCCGTTTCTCCTCCAGGAGGAGATTTTTCAGATCCTGTAACATCTGCAACCCT 422
EST325418 TGTTGGTGCCGTTTCTCCTCCAGGAGGAGA~ =~ === ————mm e e e e e m 570

dkkhkhkhkhkhkhkkkkkixxkkkkkkkdhkkhhkkx

Figura 40. Alineamiento con ClustalW de la secuencia de nucledtidos de VATA TOM

correspondiente a la V-ATPasa de L. esculentum con una secuencia EST obtenida de L.

es

culentum, mostrando un 99.8 % de identidad en la secuencia solapante.
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Resultados

Unidad arbitraria

Tallo Raiz Tallo Raiz

L. esculentum L pimpinellifolium

Figura. Andlisis por Northern blot (10ug de ARN total por carril) de los niveles de
transcrito para la V-PPasa (apartado IV.D.2) en tejidos de tallo y raices de L.

esculentum var.Pera y L. pimpinellifolium,tratadas durante 8 dias con 0y 130 mM NaCl,

asi como el andlisis cuantitativo de intensidad de las distintas bandas (a), relativizadas

mediante el resondeo con sonda de ADNr 18S de tomate como control de carga (b).
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Unidad arbitraria

Tallo Raiz Tallo Raiz
L. esculentum L. pimpinellifolium

Figura 42. Andlisis por Northern blot (10ug de ARN total por carril) de los niveles de
transcrito para la subunidad A de la V-ATPasa (apartado IV.D. 3) en tejidos de tallo y

raices de L. esculentum var.Pera y L. pimpinellifolium tratadas durante 8 dias con 0y

130 mM NaCl, asi como el andlisis cuantitativo de la intensidad de las distintas bandas
(a), relativizadas mediante el resondeo con la sonda de ADNr 18S de tomate como

control de carga (b).
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Tratamiento Ecuacion de regresion
0 mM NaCl yl =0.0778x +1.3972
R*=0.8996
y2 = 0.0567x-1.603
R”>=0.9353

Figura 43. Velocidad inicial de recuperacion de la fluorescencia, en funcion de la
concentracion de Na* en el medio de ensayo de la actividad antiportadora, en presencia
de valinomicina, en vesiculas de tonoplasto aisladas de raices de L. esculentum var.
Pera, tratadas durante 8 dias con 0y 130 mM NaCl. Las lineas se trazaron de acuerdo

con las funciones que daban un mejor ajuste. Los datos son la media de dos experimentos

independientes (+ DE).
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R%*=0.9736
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Figura 44. (A) Velocidad inicial de recuperacion de la fluorescencia, en funcién de la
concentracion de Na* en el medio de ensayo de la actividad antiportadora en presencia

de valinomicina, en vesiculas de tonoplasto aisladas de raices de L. pimpinellifolium

tratadas durante 8 dias con 0y 130 mM NaCl. Las lineas se trazaron de acuerdo con las
funciones que daban un mejor ajuste. Los datos son la media de dos experimentos
independientes (+ DE). (B) Representacion de Hanes-Wolf derivada de la cinética
obtenida en (A).
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Figura 45. Velocidad inicial de recuperacion de la fluorescencia en funcion de la
concentracion de Na™ en el medio en el medio de ensayo de la actividad antiportadora en
presencia de valinomicina, en vesiculas de tonoplasto aislados de tallos de L. esculentum
var. Pera, tratadas durante 8 dias con 0y 130 mM NaCl. Las lineas se trazaron de
acuerdo con las funciones que daban un mejor ajuste Los datos son la media de dos
experimentos independientes (+ DE). (B) Representacion de Hanes-Wolf derivadas de la

cinética obtenida en (A).
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Figura 46. A) Velocidad inicial de recuperacion de la Jluorescencia, en funcion de Iq

concentracion de Na* y K* en el medio de ensayo de la actividad antiportadora en

ausencia de valinomicina, en vesiculas de tonoplasto aisladas de tallos de L.
pimpinellifolium tratadas durante 8 dias con 0y 130 mM NaCl. Las lineas se trazaron de
acuerdo con las funciones que daban un mejor ajuste. Los datos son la media de dos
experimentos independientes (+ DE). (B) Representacién de Hanes-W. olf derivada de la

cinética obtenida en (4 ).
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Figura 47. (A) Efecto de andlogos de amilorido (MIA) sobre la velocidad inicial de
recuperacion de la fluorescencia, en funcion de la concentracion de Na"™ en el medio de
ensayo de la actividad antiportadora en presencia de 0.25 uM valinomicina, en vesiculas

de tonoplasto aisladas de tallos de L. pimpinellifolium tratadas durante 8 dias con 0 y

130 mM NaCl. Las lineas se trazaron de acuerdo con las funciones que daban un mejor
ajuste. Los datos son la media de dos experimentos independientes (+ DE). (B)

Representacion de Hanes-Wolf derivada de la cinética obtenida en (A).




Resultados

VATA TOM
EST325418 TAATTCGGATACTGTCGTGTATGTTGGTTGTGGGGAACGAGGGAATGAAATGGCAGAGGT

* *

VATA TOM i CTTATGGATTTCCCTCAATTGACAATGACATTGCCTGATGGGCGTGAAGAGTCTGTCAT
EST325418 CTTATGGATTTCCCTCAATTGACAATGACATTGCCTGATGGGCGTGAAGAGTCTGTCAT

Fhhkdhkhhhhdhhkdhhhhhhdrhdhdhhhhdhhhhdhkhdhdhhhhdhdhhhhhhrkrrhkdkdx

VATA TOM GAAACGTACTACACTAGTCGCTAATACTTCAAACATGCCTGTGGCTGCTCGTGAGGCCTC
EST325418 GAAACGTACTACACTAGTCGCTAATACTTCAAACATGCCTGTGGCTGCTCGTGAGGCCTC

LR R R R RS R R R S P R e e R

VATA TOM AATCTATACAGGTATTACTATAGCAGAATACTTCAGAGACATGGGATACAATGTCAGTAT
EST325418 AATCTATACAGGTATTACTATAGCAGAATACTTCAGAGACATGGGATACAATGTCAGTAT

B b b b 3 0 20 2 3 T T O S Y

VATA TOM GATGGCAGATTCGACCTCTCGCTGGGCCGAAGCTTTACGTGAAATCTCAGGTCGATTGGC
EST325418 GATGGCAGATTCGACCTCTCGCTGGGCCGAAGCTTTACGTGAAATCTCAGGTCGATTGGC

Khkkhkkhhkhkhhhdhhkhhhdhhdhhhdhhhhhhkhdhhhhhkhdhhhhhhhhdrhrhkdhhkdhdrrhhhdkx

VATA TOM AGAAATGCCTGCAGACAGTGGATATCCTGCTTATTTGGCAGCACGTTTGGCATCTTTCTA
EST325418 AGAAATGCCTGCAGACAGTGGATATCCTGCTTATTTGGCAGCACGTTTGGCATCTTTCTA

B e e T E

VATA TOM TGAGCGTGCTGGTAAAGTTAAGTGTCTTGGTGGACCAGAGAGAACTGGTAGTGTGACAAT
EST325418 TGAGCGTGCTGGTAAAGTTAAGTGTCTTGGTGGACCAGAGAGAACTGGTAGTGTGACAAT

Fhhkhkhhhhhkhhkhkhhhdhdhhk Ak dddhhhhhkkhhhhhhdhkhkhkhhhhdhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkxxhkxx

VATA TOM TGTTGGTGCCGTTTCTCCTCCAGGAGGAGATTTTTCAGATCCTGTAACATCTGCAACCCT
EST325418 TGTTGGTGCCGTTTCTCCTCCAGGAGGAGA

hhkhkhhkhhkhkhkhhkhkdrdhdrhhhhhkrhkdhhkhhhxkx

Figura 40. Alineamiento con ClustalW de la secuencia de nucledtidos de VATA TOM
correspondiente a la V-ATPasa de L. esculentum con una secuencia EST obtenida de L.

esculentum, mostrando un 99.8 % de identidad en la secuencia solapante.
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Unidad arbitraria

Tallo Tallo Raiz

L. esculentum L pimpinellifolium

Figura. Andlisis por Northern blot (10ug de ARN total por carril) de los niveles de
transcrito para la V-PPasa (apartado IV.D.2) en tejidos de tallo y raices de L.

esculentum var.Pera y L. pimpinellifolium,tratadas durante 8 dias con 0'y 130 mM NaCl,

asi como el andlisis cuantitativo de intensidad de las distintas bandas (a), relativizadas

mediante el resondeo con sonda de ADNr 18S de tomate como control de carga (b).
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discusion

El incremento de la salinidad de los suelos en zonas externas del mundo
estd determinando la importancia creciente del estudio de los mecanismos de
tolerancia a la salinidad, fundamental a la hora de generar cultivos con una mayor
capacidad de adaptacion a este tipo de estrés. Los estudios fisiolégicos y
bioquimicos han demostrado que, en la adaptacion a la salinidad, las plantas
emplean una compleja red de procesos integrados a nivel celular y organismo,
basada en la regulacién del transporte de iones y agua, su distribucién a nivel de
tejido y oOrgano, y en adecuado mantenimiento del turgor, mediante la
compartimentacion de iones y la sintesis de solutos osmocompatibles (Greenway
y Munns 1980, Cheeseman 1988, Nelson y col. 1999).

En este sentido, el tomate es uno de los cultivos horticolas con mayor
importancia econdmica a nivel regional, nacional y mundial, presenta problemas
de salinizacién creciente, debido a practicas de riego inadecuadas y una alta
velocidad de evaporacion, por lo que la investigacion de la mejora del tomate para
la tolerancia a este factor abidtico, continia representando un problema por
resolver, debido entre otras razones al desconocimiento de las diferencias
fisiologicas, bioquimicas y moleculares entre especies y variedades con diferente

grado de tolerancia.

A falta de otros sistemas experimentales deseables como plantas mutanfeso
transformadas con genes sobreexpresados o inhibidos que impliquen a los
factores objeto de estudio (Gaxiola y col. 1992, Saneoka y col. 1995), teniendo
en cuenta que el programa de mejora de plantas de tomate esta basado sobre la
introducciéon de rasgos halofiticos de plantas silvestres en especies cultivada
(Cuartero y col. 1992), la utilizacion de variedades de una misma especie que
difieren en el grado de tolerancia, con fines comparativos, pueden ayudar a
evaluar la relevancia de aquellos sistemas de transporte en mecanismo de
adaptacion a al salinidad. Para ello, en nuestro estudio, se compara la especies
cultivada L. esculentum var. Pera con la silvestre L. pimpinellifolium, esta tltima

que constituye un mejor donador de la tolerancia a la sal, presentando casgos
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de que las raices de L. pimpinellifolium mantienen un alto contenido en K,
sugiere la existencia de una eficiente selectividad K'/Na' en condiciones de
salinidad. Resultados similares se encontraron en L. esculentum GC-72 (Alfocea
y col. 1993), sin embargo la cultivada Pera carece de dicho sistema. El
incremento de acumulo de K™ y Na' en la raiz y la velocidad de extrusion al tallo,
aportado por esta especie segiin indica (Guerrier. 1996), neutraliza el exceso de
la carga negativa de CI'. La consecuencia de implicacién de solutos inorganicos
en el ajuste osmético permite un menor coste energético (Alarcon y col 1993) y
un mejor almacenaje de iones a nivel de la vacuola (Cuartero y col 1992).

Por otra parte, distintas investigaciones han demostrado que el Ca®* es un factor
importante en la tolerancia de las plantas a la salinidad, al condicionar la
permeabilidad de las membranas celulares al Na' (Bafiuls y Primo-Millo 1992,
Epstein 1998) y regula el transporte de K* en presencia de Na' (Liu y Zhu
1998). Los resultados de este trabajo han mostrados la capacidad de las dos
especies en estudio de mantener constante la concentracion de Ca®* en
condiciones salinas, lo cual representa una respuesta adaptativa de las plantas a

esta concentracion salina.

Otra respuesta adaptativa en la proteccién de organulos de citosol mediante
el transporte de solutos organico desde la vacuola bacia el citoplasma (Mec
Nutty.1985) y por acumulacién de prolina. En este trabajo el estrés salino indujo
un una mayor acumulacién de prolina, sobre todo, en hojas jévenes de la variedad
cultivada respecto a L. pimpinellifolium permite de sugerir, como postularon
Perez-Alfocea y col. 1993, Guerrier 1996, que la acumulacién de prolina es
secuencia del déficit inducido por el estrés salino. La disminucion del contenido

de azucares

Plantas jévenes de tomate tolerantes a la sal por dos vias 1- por eficiente
control stomatal reduciendo la pérdida de agua al estress hidrico, 2 por
acumulacién de solutos (ajuste osmotico), mas tarde cuando el estress osmético es
moderado,el ajuste osmético se lleva a cabo fundamentalmente por absorcion de

Cl y Na, Sin embargo cuando el estress en severo el ajuste osmético interviene el
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halofiticos tanto en crecimiente autotréfico como in vito (Perez-Alfocea y col.

1993, Guerrier y Bougeais-Cherllon 1994)

Desde esta perspectiva, a nivel celular, es bien conocido que los
mecanismos que gobiernan el control de la absorcion selectiva de iones y su
acumulacion en vacuolas, por lo que la caracterizacion y la identificacion de estos
procesos, son claves en la tolerancia a la salinidad (Shannon y col. 1994, Niu y
Col. 1995). Las bombas primarias de H™ localizadas en plasmalema y tonoplasto
deben jugar un papel fundamental en la tolerancia al salino, ya que son
determinantes del transporte de iones, solutos y agua a través de las membranas, y
por tanto de las condiciones osméticas, i6nicas y nutricionales idoneas para el

6ptimo funcionamiento celular.

En un primer estadio de este trabajo, se han llevado a cabo experimentos
encaminados a la definicion del modelo experimental y a la evaluacion de la
idoneidad de las variedades de tomate y condiciones de cultivo adecuadas a
nuestro estudio. Para ello, segin Bolarin y col. 1993, cuando se utilizan
diferentes métodos en la determinacion de la tolerancia de las plantas a la
salinidad, los resultados son comparables cuando el efecto de la sal se determiné
en plantas maduras o el tiempo de aplicacion del tratamiento es suficientemente
largo para que la planta pudiera desarrollar los mecanismos de tolerancia a la sal.
Por ello, fue necesario optimizar las condiciones de cultivo, tal como el tiempo de
aplicacién, la duracién y la severidad de los tratamientos, concretdndose en 130
mM durante 8 dias de tratamiento, tras 3 semanas de cultivo en solucion
hidropénica. La capacidad de adaptacion se encontré a niveles moderados de
tratamiento, probablemente debido a los efectos negativos de altas

concentraciones durante el periodo de crecimiento (Cano y col. 1991).

El efecto de la salinidad sobre las plantas se expresé como la reduccion de
peso fresco y seco de diferentes tejidos, por lo que el crecimiento vegetativo
constituye un criterio de evaluacién de tolerancia usualmente empleado en la

comparacién de deferentes variedades incluso las plantas de tomate (Cruz y col
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1990). En funcion del efecto de NaCl sobre el crecimiento de la raiz y parte aérea,
La variedad silvestre L. pimpinellifloium mostré una leve, pero significativamente
mayor tolerancia que la variedad cultivada debido a su capacidad de crecimiento
bajo condiciones salinas y de la presencia de un mecanismo de ajuste interno de
concentracion de NaCl. La inhibicion de crecimiento de la variedad cultivada se
acompafia con un contenido hidrico similar, asi la causa de esta reduccién de
crecimiento no se debe al déficit hidrico. En cualquier caso, esta inhibicién de
crecimiento se interpreta como la necesidad que tiene la planta de utilizar los
carbohidratos como aporte energético, para la regulacién de la concentracion de
jones en células y tejidos, asi como la sintesis de solutos orgénicos para el ajuste
osmoético, proteccion de macromoléculas y el mantenimiento de la integridad de
las membranas. En este sentido, numerosos estudios han demostrado que la
acumulacién de solutos organicos en los tejidos parece constituir una indicacién
de la capacidad de la planta para restituir el turgor causado por la disminucion del
potencial hidrico (Folwers y col. 1977, Greenway y Munns 1980). Las especies
glicofitas acumulan mayoritariamente como solutos osmocompatibles, azucares,
alcoholes, prolina y glicina-betaina (Rhodes 1987), mientras que las hahofitas
acumulan fundamentalmente iones inorganicos para su ajuste osmotico (Flowers
y col. 1977). En algunas glicéfitas tolerantes, dicho ajuste es conseguido
parcialmente por la compartimentacion intracelular de Na' y CI. Las plantas
pueden establecer el ajuste osmdtico tanto por absorcién de iones a través de la
raiz y su posterior acumulacién en la parte aérea, la acumulacién de Na" y CI
suele ser toxica y puede ser una de las posibles causas de la inhibicion de
crecimiento bajo altas concentraciones salinas (Green way y Munns, 1980, yeo y
flowers, 1986). En tallos de las dos variedades estudiadas, la acumulacion de Na"
y CI' se acompaiia con una reduccién de concentracion de K. A este respecto, en
bien conocido que la absorcién de grandes cantidades de iones Na* y CI' provoca
una alteracion en la absorcién de K.
En este trabajo el estrés salino indujo una mayor acumulacién de prolina en
términos absolutos, sobre todo, en hojas jovenes de L. esculentum
Otro proceso clave en la tolerancia de las plantas a la salinidad es la

regulaciéon de la composicion ionica citoplasmatica (Rubio y col. 1995). El hecho
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coste energético debido a la contribucion de solutos orgéanicos.(alto coste

energético).

Esta observacion relacionada con los cambios morfolégicos causados por la

salinidad en la especie domesticada.(Alarcon y col 1993)

El contenido de Na de la parte aérea de las dos variedades ensayadas
incremento notablemente tras 8 dias de cultivo en 130 mM NaCl, aunque mas en
tallos y raices de ambas especies
Para abordar el papel que juegan las bombas primarias y secundarias de
plasmalema y tonoplasto en los mecanismos de tolerancia al estrés salino en las
dos variedades de tomate en estudio fue necesario la optimizacion de los
protocolos de obtencién de membranas enriquecidas. Para ello, se utilizo el
sistema de particion de fases en dextrano y polietilenglicol descritos en (apartado)
para la obtencién de membranas altamente enriquecida plasmalema determinada
por la fuerte inhibicién por vanadato de la actividad H'-ATPasa (Figura), asi
como por inmunodeteccion con los anticuerpos frente a la ATPasa de plasmalema

de Arabidopsis thaliana.

El papel del enzima ATPasa de plasmalema en la tolerancia de las plantas a
la salinidad ha sido investigado en varias especies glicofitas y halofitas,
habiendose obtenido resultados dispares en funcién de la especie y condicion
experimental utilizada. En glicéfitas la salinidad inhibié parcialmente la actividad
ATPasa de plasmalema de cebada (Yamashita y col. 1994) y girasol (Ballesteros
y col. 199 ), mientras que increment6 en céllulas de M. Crystallinum (Vara-
Estrella y col. 1999), no afectandose en células de zanahoria (Colombo y
Cerena 1993).

La inhibicién de la actividad ATPasa de plasmalema se acomafio con una

disminucién paralela de la proteina antigénica desarollada frente la
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Abreviaturas

Azeo
ACMA

ADNr
AMV-RT

ARNm
ATP
ATPasa
Baf
BCIP
Brij 58
BSA
BTP
CAPS
Ci

CH
CTAB
DCCD
DEPC
DMSO
DNasa
dNTPs
dT
DOz
DTT
EDTA
EGTA
EtOH
Hepes
IMDP
IPTG

absorbancia a 260 nm
9-amino-6-cloro-2-metoxiacridina

acido adenosindesoxiribonucleotido

ADN ribosémico

transciptasa inversa del virus de la mieloblastosis de ave
adenosinribonucleotid

ARN mensajéro

adenosintrifosfato

adenosintrifosfatasa

bafilomicina A;

5-bromo,4-cloro 3-indolildifosfato
polioxietileno 20 cetil eter

albumina bovina

1,3-bis [tris(hidroximetil)-metilamino]-propano
acido (3-[ciclohexilamino]-1-propanesulfonico
Curio

contenido hidrico

cetil hexadeciltrimetil amonium bromuro.
N,N'-diciclohexilcarbodiimida.

dietil pirocarbonato

dimetilsulfoxido

desoxiribonucleasa

desoxinucleotidos trifosfato

desoxitimina

unidad de absorbancia a 260 nm

ditiotreitol

cido etilendiamino tetracetico

acido etilen glicol-bis (B-aminoetileter) N,N,N',N'-tetraacetico
etanol

acido hidroxietilpiperazina etanosulfoénico
imidodifosfato

isopropil B-D-thiogalactosido



Abreviaturas

PMSF
poli-A
PVP-40
PVP-380
p/p
PPasa

Pi

PPi

PS

p/v
Qmax
RE
RNasa
RT-PCR
TEMED
TMA-CI

kilobases

kilodalton

iminodiacetato potasico

acido 2 N-morfolin-etanolsulfénico
molibdato

4cido (3-[N-Morfolino]-1-propanesulfonico
nicotinamin adenin dinucleotido
nicotinamin adenin dinucleotido fosfato
acetato sddico

iminodiacetato sodico

azul de nitrotetrazolium
N-etil-meleimida

reaccion en cadena de la polimerasa
polietilenglicol

fosfoenolpiruvato

peso fresco.

fluoruro de fenilmetilsulfonilo
polinucelotido de adenina
polivinilpirrolidona de 40 000 dalton
polivinilpirrolidona de 380 000 dalton
peso/peso.

pirofosfatasa.

fosfato inorganico

pirofosfato.

peso seco

peso/volumen.

extincién maxima de la fluorescencia
reticulo endoplasmico

ribonucleasa

transcriptasa inversa y reaccion en cadena de polimerasa
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamida

cloruro de tetrametilamonio



Abreviaturas

Tris
Va
VQs

v/iv

UDPasa

X-gal
}VCXC
Aem

tris (hidroximetil) aminometano

vanadato

velocidad especifica de extincion de la fluorescencia.
volumen/volumen

uridin 5’-difosfato

uridin 5’-difosfatasa

unidades

unidad internacional de actividad
5-bromo-4-cloro-3-indolil-pB-D-galactopiranosido
longitud de onda de excitacion

longitud de onda de emision
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